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Efecto antihipertensivo, antihiperglucemiante y antioxidante de los extractos
de Stevia rebaudiana Bertoni (variedad criolla INIFAP CO1) en ratas Wistar
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Resumen

Introduccion: las plantas medicinales han mostrado tener aplicaciones terapéuticas en el tratamiento de diferentes enfermedades, entre ellas
las enfermedades cronicas degenerativas presentes en el sindrome metabolico (SM).

Objetivos: evaluar el efecto en el control del peso, asi como el efecto antihipertensivo, antihiperglucémico y antioxidante, de extractos acuosos y
etandlicos de hojas y tallos de Stevia rebaudiana, variedad criolla INIFAP CO1, producidas en los municipios de Muna y Mococha (Yucatan, México).

Métodos: se administraron por via oral extractos acuosos y etandlicos de hojas (HAMU y HEMU, respectivamente) y tallos procedentes de Muna
(TAMU y TEMU, respectivamente), asi como extractos acuosos y etandlicos de hojas (HAMO y HEMO, respectivamente) y tallos de Mocoché (TAMO
y TEMO, respectivamente), a ratas Wistar macho en las que se indujo un SM. Se registraron los pesos y se midieron los niveles de presion arterial
(PA) y glucosa en sangre, asi como los niveles de malondialdehido (MDA) y superoxido-dismutasa (SOD) en plasma sanguineo.

Resultados: TAMU y HAMO mostraron porcentajes de reduccion del peso del 1,91 %y 1,57 %, respectivamente. HEMU y HAMU mostraron

Palabras clave:
alabras ciave porcentajes de reduccion de la presion arterial sistdlica (PAS) y diastolica (PAD) del 30,47-29,31 %y 36,98-36,69 %, respectivamente. En el test

Stevia rebaudiana. de tolerancia oral a la glucosa (TTOG), HEMU mostré porcentajes de reduccion de la glucosa sanguinea del 10,94 % en el dia uno y del 14,83 %
Antihiperglucemiante. en el dia 30. TEMO y TAMO mostraron una menor concentracion de MDA, de 7,0 y 7,3 uM, respectivamente, y HEMU y TEMU mostraron una
ﬁg‘g;}%ﬁgzgz%‘; mayor concentracién de SOD, de 1,29 y 1,12 U/mL, respectivamente.

Superoxido- ' Conclusiones: los extractos de S. rebaudiana pueden ayudar a controlar el aumento de peso, disminuir las cifras de presion arterial y la incidencia
dismutasa. de diabetes, y reducir el dafio oxidativo.

Recibido: 09/09/2019 e Aceptado: 28/02/2020

Este trabajo forma parte del proyecto “Desarrollo de productos alimenticios elaborados con hoja de Stevia
rebaudiana Bertoni y sus propiedades funcionales”, financiado con Fondos Fiscales-INIFAP.

Conflicto de intereses: los autores declaran no tener conflicto de intereses.

Correspondencia:
Carrera-Lanestosa A, Acevedo-Fernandez JJ, Segura-Campos MR, Veldzquez-Martinez R, Moguel- Yolanda Moguel-Ordofez. Campo Experimental
Ordodniez Y. Efecto antihipertensivo, antihiperglucemiante y antioxidante de los extractos de Stevia Mococha. Instituto Nacional de Investigaciones
rebaudiana Bertoni (variedad criolla INIFAP CO1) en ratas Wistar con sindrome metabolico inducido. Nutr Forestales, Agricolas y Pecuarias. Antigua carretera
Hosp 2020;37(4):730-741 Mérida-Motul, km. 25. Yucatan. 97454 Mococha.
Yucatan, México
DOI: http://dx.doi.org/10.20960/nh.02858 e-mail: moguel.yolanda@inifap.gob.mx

©Copyright 2020 SENPE y ©Aran Ediciones S.L. Este es un articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-SA (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/).



EFECTO ANTIHIPERTENSIVO, ANTIHIPERGLUCEMIANTE Y ANTIOXIDANTE DE LOS EXTRACTOS DE STEVIA REBAUDIANA 731
BERTONI (VARIEDAD CRIOLLA INIFAP CO1) EN RATAS WISTAR CON SINDROME METABOLICO INDUCIDO

Abstract

Introduction: medicinal plants have demonstrated therapeutic applications for treating different diseases, including chronic and degenerative
diseases associated with metabolic syndrome.

Objectives: to assess the weight control and the antihypertensive, antihyperglycemic and antioxidant effects of aqueous and ethanolic extracts
of Stevia rebaudiana (creole variety INIFAP CO1) leaves and stems cultivated in the Muna and Mocochd municipalities (Yucatan, México).
Methods: aqueous and ethanolic extracts of leaves (HAMU and HEMU, respectively) and stems (TAMU and TEMU, respectively) from Muna, and
aqueous and ethanolic extracts of leaves (HAMO and HEMO, respectively) and stems (TAMO and TEMO, respectively) from Mococha were orally
administered to Wistar male rats induced to metabolic syndrome. Weight, blood pressure, blood sugar levels, malondialdehyde (MDA) levels, and
superoxide dismutase (SOD) levels in blood plasma were measured.

Results: TAMU and HAMO samples reduced weight by 1.91 % and 1.57 %, respectively. On the other hand, HEMU and HAMU samples reduced

K ds:

eywores systolic (PAS) and diastolic (PAD) blood pressure levels by 29.31-30.47 % and 36.69-36.98 %. In the glucose tolerance test (GTT) HEMU showed
Stevia rebaudiana. areduction in blood sugar levels of 10.94 % on the first day, and of 14.83 % on day 30. TEMO and TAMO samples showed lower malondialdehyde
Antihyperglycemic. (MDA) concentrations of 7.0 and 7.3 uM, respectively. HEMU and TEMU showed a higher superoxide dismutase (SOD) concentration of 1.29
Q‘;‘Q%g;?;;;y“éz and 1.12 U/mL, respectively.
Superoxide ' Conclusions: extracts of S. rebaudiana can help to control weight gain, to decrease blood pressure and the incidence of diabetes, and to reduce
dismutase. oxidative damage.
INTRODUCCION insulina sobre los tejidos 0 en ambas cosas (10). La prevalencia

El SM es un conjunto de factores metabdlicos que incluyen
hipertension arterial (HTA), diabetes mellitus (DM), obesidad abdo-
minal (OA) y dislipemia, entre otros (1,2). La prevalencia del SM
aumenta con la edad y varia de acuerdo con factores tales como
el género, la edad y Ia etnia, presentandose entre el 15 % y el
40 % de la poblacion mundial (3,4). En México, la prevalencia del
SM en la poblacion es del 24 % a los 20 afios, del 30 % 0 mas
en las personas mayores de 50 afios y superior al 40 % en los
adultos mayores de 60 afios.

La existencia de un metabolismo disfuncional en el organismo
conduce a un desequilibrio de las citocinas que disminuye la
adiponectina y aumenta la liberacion de leptina, IL-6 y TNF-a,
contribuyendo de manera significativa a la presencia de estado
inflamatorio, dislipemia, HTA y DM, entre otros (5). Estas condi-
ciones se encuentran asociadas al desarrollo de obesidad, una
enfermedad considerada el principal factor de riesgo para el
desarrollo de padecimientos cronicos degenerativos. En México,
el sobrepeso y la obesidad han ido en aumento en las Ultimas
tres décadas, reportandose en 2016 una prevalencia del 72,5 %
en los adultos de 20 0 mas arios de edad (6). La prevalencia en
mujeres y hombres es del 82,8 % y 64,5 %, respectivamente,
siendo menor en las personas de 20 a 29 afios (53,3 %) que en
los adultos mayores de 40 afios (80 %) (3).

La HTA se presenta cuando se mantiene una presion arterial
(PA) sistdlica/diastolica superior a 120/80 mmHg, respectivamen-
te (7). En México, actualmente afecta aproximadamente al 25,5 %
de la poblacion adulta, con una mayor prevalencia en mujeres
que en hombres (70,5 % vs. 48,6 %), y disminuyd un 7,8 %
entre 2012 y 2016 (8). La HTA es una comorbilidad extremada-
mente frecuente en los diabéticos, afectando del 20 % al 60 %
de la poblacion con DM. La prevalencia de Ia hipertension en la
poblacion diabética es 1,5- 3 veces mayor que en las personas
sin diabetes (9).

La DM se caracteriza por hiperglucemia causada por defectos
en la secrecion de insulina por el pancreas, en la accion de la
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de la diabetes en México fue del 9,4 % en 2016, siendo mayor en
mujeres (10,3 %) que en hombres (8,4 %) y manteniéndose dicha
tendencia tanto en las localidades rurales (9,5 % en mujeres y
8,9 % en hombres) como en las urbanas (10,5 % en mujeres
y 8,2 % en hombres) (8).

Los medicamentos se producen en la actualidad por medio de
sintesis quimica y suelen presentar efectos adversos asociados a
sus indicaciones terapéuticas, como acidosis lactica, sabor meta-
lico, deficiencia de vitamina B, etc. (11,12). Debido estos efectos
secundarios no deseados, actualmente existe una demanda de
nuevos compuestos a base de plantas medicinales para el trata-
miento de las enfermedades relacionadas con el SM (13).

S. rebaudiana, descubierta por Bertoni en 1887, es una planta
originaria del sudeste de Paraguay, conocida como “hoja dulce”.
Es un arbusto perenne que alcanza una altura de entre 65y 80
cm. Sus hojas son lanceoladas, de 5 ¢cm de longitud por 2 cm de
ancho, aproximadamente; no contienen calorias y pueden utili-
zarse en su estado natural debido a su gran poder edulcorante.
Han sido utilizadas por la tribu indigena guarani desde tiempos
precolombinos para endulzar alimentos, consumiéndose las hojas
secas y molidas o cocidas en forma de té (14).

En la mayor parte del mundo S. rebaudiana se considera
una planta inocua y segura para el consumo humano; ademas,
ha demostrado tener aplicaciones clinicas interesantes por su
accion antioxidante, vasodilatadora, antidiabética y antitumoral,
entre otras (14,15). S. rebaudiana, variedad criolla INIFAP CO1,
se ha evaluado para conocer sus caracteristicas agronomicas, su
contenido de compuestos fendlicos y sus glucosidos mayoritarios
de esteviol; sin embargo, resulta necesario conocer los efectos
bioldgicos in vivo de sus extractos para considerar su potencial
aplicacion en el area de la salud. Es por ello que el objetivo del
presente estudio fue evaluar el efecto en el control de peso y
el efecto antihipertensivo, antihiperglucémico y antioxidante de
extractos acuosos y etandlicos de hojas y tallos de S. rebaudiana,
variedad criolla INIFAP CO1, producida en los municipios de Muna
y Mocoché (Yucatan, México).
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MATERIAL Y METODOS

OBTENCION DEL MATERIAL VEGETAL

Se obtuvieron muestras de S. rebaudiana, variedad criolla INI-
FAP CO1, en los municipios de Muna (MU) y Mococha (MO) del
estado de Yucatan, México. Las caracteristicas fenotipicas de esta
variedad criolla seleccionada son tallos gruesos y ramificados,
y hojas de forma eliptica, dispuestas de manera opuesta. Las
muestras se secaron durante tres dias, de tres a cuatro horas en
periodos de sol-sombra. Concluido el secado se separaron los
tallos y las hojas, y ambos materiales se molieron por separado
en un molino Cyclotec™ Foss Fisher Scientific 1093 hasta obtener
un tamafio de particula igual 0 menor a malla 20. Las muestras
molidas se almacenaron en bolsas de polietileno dentro de un
desecador a temperatura ambiente.

PREPARACION DE EXTRACTOS DE
S. REBAUDIANA BERTONI

Se obtuvieron extractos acuosos y etandlicos al 10 % de hojas
y tallos molidos de acuerdo con la metodologia propuesta por
Dutta y cols. (12). La extraccion se efectud en vasos de preci-
pitado de 250 mL, en un bafio Maria VWR® heating circulator
modelo 1130-2S a 40 °C, con agitacion continua durante 3 h.
Concluido el tiempo, los extractos se centrifugaron a 2700 x g por
30 mina 10 °C en una centrifuga Hermle zZ300k. Se recuperaron
los sobrenadantes, se repitio dos veces el procedimiento, y se
filtrd el producto al vacio. Al extracto etandlico se le elimind el
etanol, por medio de un rotaevaporador marca Buchi Zwitzfrland
heating bath B-491, y se le sustituy6 por agua; inmediatamente
después se congelaron todos los extractos y se introdujeron en
una liofilizadora Labconco freezone 4.5 (temperatura -40 °Cy
0,045 mbar) durante tres dias hasta eliminar totalmente el agua.
Posteriormente se almacenaron en un desecador a temperatu-
ra ambiente hasta su uso. Se obtuvieron ocho extractos: HAMO
(extracto acuoso de hojas de Mocochd), HEMO (extracto etandlico
de hojas de Mocochd), HAMU (extracto acuoso de hojas de Muna),
HEMU (extracto etanolico de hojas de Muna), TAMO (extracto
acuoso de tallos de Mocochd), TEMO (extracto etandlico de tallos
de Mocochd), TAMU (extracto acuoso de tallos de Muna) y TEMU
(extracto etandlico de hojas de Muna).

INDUCCION DE SM EN RATAS WISTAR

Se emplearon 40 ratas Wistar de dos meses de edad con un
peso de 200 a 250 g, que se mantuvieron en una habitacion
aislada a una temperatura de 22 °C con ciclos de 12 h de luz/
oscuridad. Se realizd un proceso de induccion de SM durante
ocho semanas, utilizando un modelo de modificacion nutrimental
en el que se ofrecio a las ratas agua con sacarosa al 20 % (p/v)
ad libitum y una dieta base de pellets (Laboratory Rodent Diet
5001). Al finalizar el periodo de induccion, las ratas presentaban

A. Carrera-Lanestosa et al.

tres parametros del SM: aumento de peso, aumento de los niveles
de PA 'y aumento de la glucosa en sangre.

El experimento realizado fue aprobado por el Comité para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CCUAL-FM-UAEM) y
se llevd a cabo de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-
062-200-1999) “Especificaciones Técnicas para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio”, asi como todas las regulaciones
federales e institucionales.

DISENO EXPERIMENTAL

Las ratas con SM se distribuyeron al azar en diez grupos de
cuatro ratas: ocho grupos se utilizaron para suministrar los trata-
mientos (ocho extractos), un grupo como control positivo con 50
mg de captopril/kg de peso (medicamento antihipertensivo que
pertenece al grupo terapéutico de los inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (IECA)) y un grupo como control
negativo (agua purificada).

Los extractos se disolvieron en agua destilada y se suministraron
oralmente 25 mg de extracto liofilizado/kg de peso corporal a cada
rata, directamente al estomago mediante una canula de acero inoxi-
dable de 2 mm de didmetro para evitar pérdidas de las muestras.
Los tratamientos positivo y negativo se suministraron de la misma
forma. El experimento tuvo una duracion de cuatro semanas (16).

Se utilizd un disefio bifactorial teniendo como factores los tipos
de extractos (8) y el tiempo de tratamiento (4 semanas). Las varia-
bles de respuesta fueron la variacion del peso, la disminucion de
la presion arterial y los niveles de glucosa en sangre.

EFECTO DE S. REBAUDIANA
EN LA VARIACION DE PESO

Durante las cuatro semanas de tratamiento con los distintos
extractos liofilizados se registré semanalmente el peso corporal
de cada rata utilizando una balanza digital previamente calibrada.
Se tomaron los datos de peso para conocer el efecto de S. rebau-
diana sobre el control de este parametro (17).

EFECTO ANTIHIPERTENSIVO
DE S. REBAUDIANA

Se midio la PA en la base de la cola de las ratas utilizando
un esfigmomandmetro modelo Kent Scientific CODA Standar no
invasivo para presion, marca Cientifica Senna (18). El registro se
realizd semanalmente durante las cuatro semanas de tratamiento.

EFECTO ANTIHIPERGLUCEMIANTE
DE S. REBAUDIANA

Se determing el efecto agudo de los extractos de S. rebaudiana
por medio de curvas del test de tolerancia oral a la glucosa (TTOG)
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los dias 1y 30 del experimento. Las ratas se sometieron a un ayuno
de ocho horas y posteriormente recibieron 25 mg/kg del extracto
correspondiente y 1 g/kg de almidon como fuente de glucosa; al
grupo de control positivo se le administraon 0,5 mg/kg de acarbosa
y 1 g/kg de almidon. Se evalu la variacion de los niveles de glucosa
alos 15, 30, 45, 60 y 120 min por medio de un glucémetro digital
Accu-Chek Active, marca Roche, obteniéndose la sangre por medio
de la técnica de la puncion de cola (19).

EFECTO ANTIOXIDANTE DE S. REBAUDIANA

A las cuatro semanas de tratamiento las ratas se sacrificaron
con 50 mg/kg de pentobarbital sddico por via intraperitoneal,
extrayéndose la sangre por medio de la técnica de la puncion
cardiaca. Se colocaron las muestras en un tubo “vacutainer” con
EDTA como anticoagulante para obtener el plasma. Las muestras
se guardaron en un ultracongelador a -70 °C hasta su andlisis.
Al plasma obtenido se le realizaron las pruebas que se exponen
a continuacion.

Determinacion de peroxidacion lipidica

La concentracion de malondialdehido (MDA) se determind
utilizando el kit de ensayo OxiSelect™ TBARS Assay Kit MDA
Quantitation. Las muestras se hicieron reaccionar con acido tio-
barbiturico (TBA) a 95 °C y se leyeron en un espectrofotometro
Thermo Scientific Evolution 220 UV-VIS a 532 nm. El contenido
de MDA en los extractos se determind por comparacion con la
curva estandar de MDA predeterminada.

Determinacion de la actividad de superéxido-
dismutasa (SOD)

Para la medicion de las unidades de SOD se utilizo el kit de
ensayo Calbiochem® Superperoxide Dismutase Assay Kit II. Los
sueros se hicieron reaccionar con una sal de tetrazolio para la
deteccion de los radicales superdxido generados por la xanti-
na-oxidasa y la hipoxantina, y se leyeron utilizando un espectro-
fotdmetro Thermo Scientific Evolution 220 UV-VIS a 450 nm. Una
unidad de SOD se definidé como la cantidad de enzima necesaria
para exhibir el 50 % de dismutacion del radical superdxido.

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se procesaron mediante la estadistica descrip-
tiva utilizando medidas de tendencia central (media) y dispersion
(desviacion estandar). Para cada una de las pruebas in vivo (efecto
en la variacion del peso, antihipertensivo y antihiperglucemiante)
se realizo un andlisis de la varianza de dos vias y se efectud una
comparacion de medias por el método de Duncan para establecer
las diferencias entre los tratamientos.

RESULTADOS

EFECTO DE S. REBAUDIANA
EN LA VARIACION DE PESO

En la tabla | se presentan los pesos y sus variaciones en 10s
grupos de ratas sometidas a los diferentes tratamientos. Se

Tabla I. Pesos (g) y porcentajes de variacion del peso de ratas con SM tratadas
con extractos liofilizados de S. rebaudiana (25 mg/kg) durante cuatro semanas

Tratamientos Ser(l;znas % A peso

TAMO 452,0 +£10,6™ 475,3 £ 11,0 515
TEMO 464,6 + 25,8° 471,3 + 19,2 1,44
HAMO 460 + 9,2° 452,7 +10,0%¢ -1,57
HEMO 467 + 13,1° 4727 + 6,4% 1,22
TAMU 456 + 7,2 4473 £ 5,7% -1,91
TEMU 456,6 + 11,0 466 + 10,1 2,05
HAMU 434,6 + 8,0 460,7 = 10,1% 6,0

HEMU 458 + 8,0 476,7 £11,5° 4,08
CAPT. 50 470,7 + 15,3 456 + 23,14 -3,12
CONTROL 427,3 + 7,6 432,6 + 4,5 1,24

#¢| etras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticas significativas (p < 0,05). HAMO: extracto acuoso de hojas de Mocochd, HEMO: extracto
etandlico de hojas de Mocochd; HAMU: extracto acuoso de hojas de Muna, HEMU: extracto etandlico de hojas de Muna; TAMO: extracto acuoso de tallos de Mocochd;
TEMO: extracto etandlico de tallos de Mocochd; TAMU: extracto acuoso de tallos de Muna,; TEMU: extracto etandlico de hojas de Muna; CAPT. 50: captopril 50 mg.
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observd que el grupo de ratas que recibieron los extractos TAMU y
HAMO presentaban una reduccion de peso del 1,91 %y 1,57 %,
respectivamente, desde el inicio del experimento hasta la semana
cuatro. Se encontraron diferencias significativas (p < 0,05) entre
los tratamientos, siendo el grupo tratado con captopril (control
positivo) el que presentd el mayor porcentaje de reduccion del
peso (3,12 %) al final del tiempo evaluado.

EFECTO ANTIHIPERTENSIVO
DE S. REBAUDIANA

Los porcentajes normalizados del efecto antihipertensivo sobre
la PAS de las ratas por consumo de extractos de S. rebaudiana

A. Carrera-Lanestosa et al.

se presentan en la figura 1. Se puede observar que en la pri-
mera semana de suministro de los tratamientos, TEMO, TAMU
(Fig. 1B) y HEMU mostraron una reduccion del 25,50 %, 22,78 %
y 17,70 %, respectivamente. No obstante, al finalizar el periodo de
cuatro semanas de tratamiento, los extractos HEMU y HAMU fue-
ron los que proporcionaron los mayores efectos antihipertensivos,
del 30,47 %y 29,31 %, respectivamente (Fig. 1A).

Los porcentajes normalizados del efecto antihipertensivo sobre
la PAD de las ratas, indicados en la figura 2, sefialaron que el
extracto TEMO, en la primera semana de suministro del tratamien-
to, fue el que proporciond el mayor efecto antihipertensivo, con
una reduccion de la PAD del 23,48 %. Sin embargo, los extractos
HEMU, HAMU (Fig. 2A) y TAMU (Fig. 2B) fueron los tratamientos
que mostraron mayores efectos antihipertensivos al finalizar el
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Figura 1.

Porcentajes normalizados de PAS en ratas con SM tratadas con extractos de S. rebaudiana (25 mg/kg) durante cuatro semanas: A. Extracto de

hojas. B. Extracto de tallos. Prueba de Duncan (p < 0,05).
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Porcentajes normalizados de PAD en ratas con SM tratadas con extractos de S. rebaudiana (25 mg/kg) durante cuatro semanas: A. Extracto de

hojas; B. Extracto de tallos. Prueba de Duncan (p < 0,05).

tiempo de tratamiento, con un 36,98 %, 36,69 % y 34,56 % de
reduccion, respectivamente.

EFECTO ANTIHIPERGLUCEMIANTE
DE S. REBAUDIANA

En la figura 3 se presentan los porcentajes normalizados del
TTOG realizado el primer dia de tratamiento, observandose que
los extractos HAMO (Fig. 3A) y TEMU (Fig. 3B) mostraron un efecto
antihiperglucemiante destacable a los 45y 60 minutos, con una
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reduccion del 8,2 %y 7,17 %, respectivamente. Sin embargo,
el extracto HEMU fue el que mostré un mayor efecto, con una
reduccion total del 10,94 % a los 120 minutos.

Los resultados del TTOG realizado después de 30 dias de trata-
miento (Fig. 4), indicaron que del minuto 30 al 45 de la prueba, los
extractos TEMU y HAMU obtuvieron una reduccion de los niveles
de glucosa del 10,73 %y 9,97 %, respectivamente. Sin embargo,
los extractos que presentaron un mayor efecto antihipergluce-
miante fueron el HEMU, con una disminucion del 14,83 %, y
el HAMO, con reduccion del 14,40 % a los 45 y 120 minutos,
respectivamente (Fig. 4A).
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Figura 3.

Test de tolerancia oral a la glucosa (TTOG) en ratas con SM. Los valores representan la media + EEM (n = 4) del porcentaje de variacion de la
glucosa después de la administracion de 1 g/kg de almidén, 0,5 mg/kg de acarbosa y 25 mg/kg de cada extracto liofilizado, evaluado durante
120 min. Dia 1: A. Extracto de hojas; B. Extracto de tallos. Prueba de Duncan (p < 0,05).

EFECTO ANTIOXIDANTE DE S. REBAUDIANA
Determinacion de la peroxidacioén lipidica

Se observo que los valores de malondialdehido (MDA) del plas-
ma sanguineo de las ratas del grupo de control negativo (ratas a
las que se administrd por via oral agua purificada) fueron mayores,
encontrandose diferencias estadisticas significativas (p < 0,05)
con los distintos extractos de S. rebaudiana. Los tratamientos
que mostraron un menor contenido de MDA fueron TEMO, TAMO
y HEMO, con 7,0, 7,3 y 7,9 UM, respectivamente, mientras que

los tratamientos con una mayor concentracion de MDA fueron los
extractos HAMU (17,0 pM) y HAMO (16,5 uM) (Fig. 5).

Determinacion de la actividad de superoéxido-
dismutasa (SOD)

En la figura 6 se observa que los tratamientos con mayor con-
tenido de la enzima SOD fueron los extractos TAMO, TEMO, TEMU
y HEMU. Estos resultados indicaron una tendencia a un mayor
contenido de la enzima en los extractos de los tallos obtenidos

[Nutr Hosp 2020;37(4):730-741]
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Figura 4.

Test de tolerancia oral a la glucosa (TTOG) en ratas con SM. Los valores representan la media = EEM (n = 4) del porcentaje de variacion de la
glucosa después de la administracion de 1 g/kg de almidon, 0,5 mg/kg de acarbosa y 25 mg/kg de cada extracto. Dia 30: A. Extracto de hojas;

B. Extracto de tallos. Prueba de Duncan (p < 0,05).

por extraccion etandlica, y un menor contenido en los extractos
de hojas obtenidos por extraccion acuosa (HAMO, HEMO, HAMU
y TAMU). El grupo de control negativo al que se suministro agua
purificada fue el que presentd el menor contenido de la enzima.

DISCUSION

EFECTO DE S. REBAUDIANA
EN LA VARIACION DEL PESO

La reduccion de peso de las ratas sometidas a los tratamientos
fue menor a la reportada por Dutta y cols. (12), que administraron

[Nutr Hosp 2020;37(4):730-741]

durante 21 dias extractos acuosos de S. rebaudiana a ratas diabé-
ticas inducidas con estreptozotocina, obteniendo reducciones del
peso del 5,58, 12,16 y 13,20 % con dosis de 2, 5y 10 mg/kg,
respectivamente. Sin embargo, otros estudios han reportado incre-
mentos del peso del 18,75 % en ratones diabéticos inducidos con
aloxano al suministrar un extracto metanélico de S. rebaudiana (16).

La diferencia entre los resultados encontrados en el presente
estudio y los obtenidos por Dutta y cols. (12) y Singh y cols. (16)
probablemente se debid a que el proceso de induccion del SM
(aumento de peso, HTA y DM) fue por modificacion nutricional y
no por induccion farmacoldgica. Otro factor a considerar y que
pudo afectar a la pérdida de peso de las ratas que consumieron
los diferentes tratamientos fue que, durante las cuatro semanas



738

A. Carrera-Lanestosa et al.

9 TEMU D 570
E TAMU oy 1000
EHEMO - 793

TEMO moeessssm— 70s
TAMO e 723

0,0 10,0

CDI'I"I:Il —{  28.9d
HEMU s 1050

HAMU sessssssssssssssssss | 170¢

m
~HAMO messsssssssssss———  185c

MDA (uM)

20,0 30,0

Figura 5.
Concentracion de MDA en el plasma sanguineo de ratas en

tratamiento durante cuatro semanas con 25 mg/kg

de extractos acuosos y etandlicos de hojas y tallos de S. rebaudiana. *‘Letras diferentes indican una diferencia
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Unidades de SOD encontradas en el plasma sanguineo de ratas en tratamiento durante cuatro semanas con 25 mg/
kg de extractos acuosos y etanclicos de hojas y tallos de S. rebaudiana. ““Letras diferentes indican una diferencia

estadistica (p < 0,05).

del experimento, ademas del suministro de 25 mg/kg de extracto
liofilizado se continud con el consumo de agua con sacarosa (20 %)
para tener un modelo y datos que se asemejaran a los de la realidad
de la poblacion, ya que es comin que las personas, ademas de
tomar sus medicamentos para controlar trastornos metabalicos,
contintien con una dieta generalmente alta en calorias.

Se observa en la tabla | que, a pesar del consumo continuo de
$acarosa, las ratas no mostraron un aumento marcado del peso y
que incluso, con algunos de los extractos, se obtuvo una disminu-

cion del peso, lo que representaria un efecto benéfico por el consu-
mo de S. rebaudiana para las personas con sobrepeso u obesidad.

EFECTO ANTIHIPERTENSIVO
DE S. REBAUDIANA

Los metabolitos secundarios, como los flavonoides presentes
en los extractos de S. rebaudiana, pudieron contribuir al efec-

[Nutr Hosp 2020;37(4):730-741]
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to antihipertensivo encontrado, ya que se ha reportado que son
capaces de captar y neutralizar radicales libres y que, ademas,
son potentes antioxidantes e inhibidores de las enzimas depen-
dientes de zinc (20).

Los extractos se obtuvieron de una variedad criolla en cuyas
hojas se ha documentado un alto contenido en fitoquimicos, espe-
cificamente una elevada concentracion de flavonoides (querceti-
na, apigenina y luteolina) y estevidsido; sin embargo, los tallos no
presentaron altas concentraciones de dichos compuestos (21). A
estos metabolitos secundarios se les confiere diversas aplicacio-
nes terapéuticas, como la reduccion de la HTA (21), por lo que
el mayor efecto antihipertensivo que mostraron los extractos de
hojas con respecto a los tallos pudo deberse a la mayor concen-
tracion de metabolitos secundarios.

Melis (22), en un estudio realizado con ratas Wistar sanas a las
que administro 2 mL de extracto acuoso de S. rebaudiana (66,7 g
de hojas secas/100 mL de solucion) dos veces al dia duran-
te 40 dias, encontrd una reduccion de la presion arterial media
(PAM) del 18,63 %. Dicho valor fue inferior al obtenido en nuestro
estudio ya que, a diferencia del trabajo realizado por dicho autor,
en este trabajo se utilizaron ratas con SM inducido por modifica-
cion nutrimental, obteniéndose niveles de PA alterados.

Por otro lado, Jeppesen y cols. (23) administraron 0,025 g/kg
de esteviosido puro (99,6 %) por via oral a ratas diabéticas de
tipo 2 (Goto-Kakizaki) durante seis semanas, encontrando que el
estevidsido obtuvo una reduccion de los niveles de PAS y PAD
del 6,90 % y 7,5 %, respectivamente, muy por debajo de los
niveles de reduccion de la PA encontrados en este trabajo, en el
cual se administraron a cada rata 25 mg/kg de peso corporal de
extractos de S. rebaudiana diariamente. Debido a que S. rebau-
diana contiene diversos metabolitos ademas de 1os glucosidos, la
reduccion de la HTA encontrada por el suministro de los extractos
pudo deberse no solo a una molécula en particular sino al ciimulo
de metabolitos presentes, que pudieron actuar en conjuntoy con
diversos mecanismos de accion para conseguir un efecto antihi-
pertensivo mas eficaz.

Existen diversos mecanismos de accion por los que una
molécula puede actuar para producir efectos antihipertensi-
vos. Melis (22) reporto que el extracto de S. rebaudiana induce
la diuresis y la natriuresis con un aumento de la tasa de fil-
tracion glomerular, encontrando que estos efectos probable-
mente estan relacionados con cambios en la actividad de las
prostaglandinas. Lee y cols. (24) reportaron que el estevidsido
causa vasorrelajacion por medio de la inhibicion del flujo de
calcio dentro de la célula (calcioantagonista), y Chan y cols. (25)
indicaron que el tratamiento cronico de ratas con S. rebaudia-
na durante 40 y 60 dias aumenta de manera significativa la
excrecion de sodio y agua.

EFECTO ANTIHIPERGLUCEMIANTE
DE S. REBAUDIANA

El contenido de flavonoides y glucosidos de esteviol presentes
en los extractos de S. rebaudiana (21) pudo contribuir al efecto
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antihiperglucemiante obtenido, encontrandose un mayor efecto
con los extractos etandlicos de hojas.

A pesar del efecto antihiperglucemiante obtenido en este tra-
bajo, los resultados fueron menores que los reportados por otros
autores. Chang y cols. (26) administraron a ratas Wistar diabéticas
(inducidas con estreptozotocina) y resistentes a la insulina (RI)
(inducidas con fructosa al 60 %) dosis orales de 0,5y 5 mg de
estevidsido/kg de peso durante cuatro semanas,0 encontrando
una disminucion de la glucosa en sangre del 22,6 % al minuto
90 en las ratas con Rl alimentadas con fructosa y 5 mg de este-
vidsido. El mayor efecto antihiperglucemiante encontrado por los
autores pudo deberse a que trabajaron con 5 mg de esteviosido
puro en comparacion con este estudio, en el cual se trabajd con
extractos bioldgicos (19). Los mayores efectos se obtuvieron con
los extractos HEMU y HAMO, que aportaron 2,5y 2,0 mg de
estevidsido por cada 25 mg de extracto suministrado, respec-
tivamente.

Se ha reportado que el esteviosido tiene propiedades antihi-
perglucémicas, estimulando la primera fase de la secrecion de
insulina y suprimiendo los niveles de glucagén, e induciendo de
igual manera los genes de las células B implicados en la gluco-
lisis (23). En otro estudio realizado por Shivanna y cols. (19) con
ratas Wistar sanas y alimentadas con una dieta estandar y hojas
en polvo de S. rebaudiana (4 %), fibra y polifenoles extraidos
de la planta (apigenina-7-0-glucdsido, luteolina-7-O-rutindsido,
quercetina-3- 0-oxilosido y &cido cafeico) durante 30 dias, encon-
traron que el consumo de hojas de S. rebaudiana y polifenoles
disminuy® los niveles de glucosa en las ratas en un 36 %y 64 %,
respectivamente.

Los resultados encontrados por Shivanna y cols. (19) fueron
mayores que los reportados por Chang y cols. (26), quienes
administraron esteviosido puro; esto podria deberse a la accion
antidiabética de uno o mas metabolitos secundarios presentes
en las hojas de S. rebaudianay a los polifenoles extraidos. La
diferencia entre los trabajos anteriores y el presente estudio pudo
deberse a que la diabetes de las ratas no fue inducida con un
farmaco que ocasiona valores elevados de glucosa en sangre Sino
mediante modificaciones nutricionales e induccion paulatina de la
resistencia a la insulina y la DM2, apegandose mas a la realidad
de esta enfermedad, una problematica clinica que afecta al 95 %
de la poblacion.

EFECTO ANTIOXIDANTE DE S. REBAUDIANA
Determinacion de la peroxidacion lipidica

Los resultados obtenidos en este estudio con los distintos tra-
tamientos fueron mayores a los reportados por Singh y cols. (16),
que administraron extracto metandlico de hojas de S. rebaudiana
a ratones con diabetes inducida con aloxano, encontrando con-
centraciones de MDA en los tejidos hepaticos, pancreaticos y
renales de 0,1, 0,2 y 0,15 uM, respectivamente; también a los
reportados por AbdElwahab y cols. (27), quienes administraron
extractos etanolicos de S. rebaudiana a ratas albinas durante
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seis semanas, obteniendo concentraciones de MDA en el tejido
hepatico de 0,19, 0,19y 0,23 uM en los grupos control, el grupo
sano con S. rebaudianay el grupo diabético con S. rebaudiana,
respectivamente.

La diferencia entre estos resultados pudo deberse a que en
ambos trabajos se administraron dosis orales de S. rebaudiana
(200 y 300 mg/kg) mayores que las empleadas en este estudio,
en el cual se administraron 25 mg de extracto/kg de peso. Lo
anterior puede indicar que a una mayor dosis de administracion
de S. rebaudiana de manera cronica se produce un mayor efecto
protector contra la oxidacion lipidica. Otro factor importante que
podria estar ocasionando un mayor contenido de MDA en los
distintos grupos de ratas utilizadas en el presente estudio fue que,
durante las cuatro semanas de administracion de los tratamien-
tos de S. rebaudiana, los animales continuaron ingiriendo agua
azucarada ad libitum, lo que ocasiond aumento y desequilibrio
de la glucosa sanguinea, originando una mayor cantidad de ROS.

Determinaciéon de la actividad de superéxido
dismutasa (SOD)

Shivanna y cols. (19) alimentaron ratas Wistar sanas durante
30 dias con una dieta de control estandar suplementada con
alguin producto de S. rebaudiana. Dichos suplementos fueron:
hojas en polvo (4 %), fibra y polifenoles (apigenina-7-0-gluco-
sido, luteolina-7-O-rutindsido, quercetina-3-0-oxilosido y acido
cafeico) extraidos previamente de S. rebaudiana, encontrandose
contenidos de SOD en el higado de 2,69, 1,21y 2,72 U/mL,
respectivamente, similar a lo reportado en el presente estudio
para HEMU.

Karthik y cols. (28) encontraron concentraciones de SOD de
2,31 U/mg en el suero sanguineo de grupos de ratas albinas tra-
tadas con extracto acuoso de hojas de S. rebaudiana (100 mg/kg)
durante 10 dias. Estos resultados indicaron que cuanto mayor es
la dosis de S. rebaudiana, antes se puede alcanzar un mayor con-
tenido de esta enzima. Se observd en estudios publicados de Shi-
vannay cols. (19) y Karthik y cols. (28) que los grupos de control
mostraban concentraciones de SOD similares a las de 10s grupos
experimentales; sin embargo, en el presente trabajo, los grupos
experimentales mostraron mayor contenido de SOD que el grupo
de control. Es bien sabido que, al existir una mayor cantidad de
enzima antioxidante en el organismo, existe una mayor proteccion
contra la oxidacion y el envejecimiento prematuro, lograndose que
las ratas de este estudio, a pesar de continuar su ingestion de
agua con sacarosa al 20 % ad libitum durante las cuatro semanas
de tratamiento, presentaran un mayor contenido de la enzima en
comparacion con las ratas del grupo de control.

El mayor contenido de esta enzima en los extractos etanolicos
pudo deberse a que el etanol extrajo mayor contenido de meta-
bolitos secundarios que el agua, ya que los flavonoides, como
las flavonas y los flavonoles, se extraen mejor con disolventes de
menor polaridad. La presencia de estos metabolitos es importante
por sus propiedades medicinales, ya que al ser excelentes capta-
dores de radicales libres pueden coadyuvar a lograr el equilibrio
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metabolico en el organismo y evitar la disminucion de la enzima
antioxidante natural. Diversos estudios les han atribuido la mejo-
ria de enfermedades tales como ulceras, diabetes, inflamacion,
cancer, efc. (29,30).

CONCLUSION

Los extractos etanolicos de hojas de S. rebaudiana mostraron
un efecto antihipertensivo y antihiperglucemiante, o que puede
respaldar su uso tradicional para el control de enfermedades
cronicas no trasmisibles. Las ratas alimentadas con los distintos
extractos mostraron un nivel bajo de MDAy un aumento del con-
tenido de SOD en comparacion con las ratas que solo tomaron
agua purificada, mostrando defensa y proteccion frente al dafio
oxidativo. A pesar de los resultados obtenidos, es importante rea-
lizar estudios complementarios para determinar el mecanismo de
accion de los efectos de las hojas de S. rebaudiana Bertoni, l0s
constituyentes y las dosis efectivas, con el fin de dilucidar el efecto
reductor de la PA'y los niveles de glucosa, asi como los posibles
efectos secundarios. S. rebaudiana podria ayudar a disminuir las
cifras de presion arterial y la incidencia de la diabetes, asi como
a reducir el dafo oxidativo, representando una alternativa natural
ante el presente conjunto de medicamentos quimicos necesarios
para combatir el sindrome metabalico.
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