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RESUMEN

La Stevia rebaudiana Bertoni es una especie con propiedades edulcorantes, y utilizada como un producto alternativo al aztcar y los
endulzantes artificiales. El objetivo de la investigacidn fue evaluar la accién hipoglicemiante de una tableta elaborada con el extracto atomizado
de hojas de Stevia rebaudiana Bertoni. El efecto hipoglicemiante se determiné utilizando el test de tolerancia oral a la glucosa, para el cual
se ratas macho, cepa holtzman, con peso promedio de 210 *+ 10g, divididas en 5 grupos de a 6 individuos cada uno, aplicandose a cada grupo
un tratamiento diferente. Se evalud la variacion de los niveles de glucosa en funcion del tiempo, se calculé el drea bajo la curva (AUC) de los
diferentes tratamientos. La tableta elaborada a base del extracto atomizado de Stevia presenté un AUC de 210,68 + 57, similar al de insulina
que tiene un AUC de 247,43 + 24,2. De las comparaciones multiples de las medias de las AUC, utilizando la prueba de Duncan al 95% de
nivel de confianza, se determiné que el AUC de los tratamientos con insulina, normoglicemicos, stevia y glibenclamida son estadisticamente
similares (p<o0,05), aunque existe mayor similitud estadistica entre el tratamiento con glibenclamida y el que emplea hiperglicémicos (p<o,05).
Se concluy6 que el extracto atomizado de hojas de Stevia rebaudiana Bertoni incorporado en tabletas, posee efecto hipoglicemiante.
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SUMMARY

Stevia rebaudiana Bertoni is an specie with sweetening properties, and a product used as alternative to sugar and artificial sweeteners.
The objective of the research was to evaluate the hypoglycemic effect of a tablet made with the atomized extract of leaves of Stevia rebaudiana
Bertoni. The hypoglycemic effect was determined using the glucose tolerance test, for which it was used o5 male rats, holtzman strain,
average weight 210 + 10g, divided in 5 groups with 6 specimens each, applying to each group a different treatment. The change in glucose
levels versus time were evaluated, the area under the curve (AUC) of the different treatments was calculated. The tablet produced from
the atomized stevia extract showed an AUC of 210,68 + 57, similar to insulin with an AUC of 247,43 + 24,2. From multiple comparisons of
mean AUC, using the Duncan test at 95% confidence level, it was determined that the AUC(s) of insulin therapy, normoglycemic, stevia and
glibenclamide are statistically similar (p<o,05) although treatment with glyburide is statistically similar to hyperglycemic group (p<o,05). It
was concluded that the tablet produced from atomized leaves of Stevia rebaudiana Bertoni extract has hypoglycemic effect.

Keywords: Tablet, atomized extract, Stevia rebaudiana Bertoni, hypoglycemic effect.

INTRODUCCION glucosa. Por este motivo se recomienda su uso a pacientes
diabéticos @.

a stevia es un género de planta con poder La diabetes mellitus es un problema de salud publica

edulcorante, la cual es utilizada como importantequeafectaagranpartedelapoblacién mundial

un producto alternativo al aztcar y a los y nacional. En las Américas se las cifras y proyecciones

endulzantes artificiales. Es un pequefio arbusto originario  respecto al nimero de personas con diabetes mellitus son
de la flora sudamericana que crecia espontaneamente de 35 millones en el afio 2000, de 40 millones el 2005 y se
en el hdbitat semidrido de las laderas montafiosas espera que alcancen a los 63 millones para el afio 2025 ©.
de Paraguay y en las zonas adyacentes de Brasil. Esta
planta no tiene calorias y posee efectos beneficiosos en
la absorcion de la grasa y la presién arterial. Contiene
carbohidratos, proteinas, vitaminas y minerales, por lo
que hoy en dia, en paises como Japon abarca el 41% de los
edulcorantes consumidos. El sabor dulce de la planta se
debe a un glucosido llamado estevié‘s’id'o, ademdsdeotros pMATERIALY METODOS

compuestos como glucosa y rebaudiosido .

La stevia en su forma natural es 15 veces més dulce Material biologico. Las hojas de Stevia rebaudiana
que el azticar de mesa (sucrosa) y el extracto es de 100 Bertoni, fueron recolectadas del bosque himedo tropical
a 300 veces mas dulce aun. Algo importante de recalcar ~delacomunidad de Palestina Baja, del distrito de Kimbiri,
es que se ha descubierto que no afecta los niveles de Provincia de La Convencién, Departamento de Cusco.
azucar sanguineo, por el contrario, posee propiedades Se emplearon 30 ratas albinas, de 200+10 g de peso,
hipoglucémicas, las cuales mejoran la tolerancia a la adquiridas del Bioterio de la Universidad Nacional

En ese sentido, se planteo el objetivo de elaborar
una tableta a base del extracto atomizado de hojas
de Stevia rebaudiana Bertoni, para evaluar su efecto
hipoglicemiante en ratas albinas, utilizando el método
del test de tolerancia oral a la glucosa *.
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Valoracion de los niveles de
esteviosido en la tableta. Se
tomaron en cuenta las directrices
de la USP © empleando Ia
metodologia analitica sugerida
por Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives (9.
Se utilizo equipo de Cromatografia
Liquida de Alta Resolucién (HPLC)
marca DIONEX ULTIMATE 3000.
La solucidon estandar se preparo
utilizando 50 mg de estandar
disolviendo y enrasando con
agua-acetonitrilo (7:3) a 50 mL.
La solucién de muestra se prepard
utilizando 50-100 mg de muestra

Agraria La Molina,
alojados y
) aclimatados  en
Figura 1. Atomizacién del extracto jaulasindividuales
atomizado de Stevia rebaudiana. a temperatura

ambiental entre
23 a 25°C y una humedad relativa menor a 70%.

Obtencion del extracto atomizado. Un kilo de hojas fueron
desecadasyreducidasen molinode cuchillascon mallade1cm
aproximadamente; luego se someti6 a lixiviacion utilizando
20 litros de solucion de acido citrico al 10% en agua destilada
a temperatura ambiente. La solucion enfriada a 2°C se filtro
por membranas de 0,1-0,2 mm. El extracto se concentr6 por
evaporacion, en rotavapor industrial, a menos de 45°C, hasta
obtener un 10% de sélidos totales.

La solucion  concentrada, mezclada con
maltodextrina como vehiculo, se secd utilizando
atomizador Spray Driver B2go (figura 1) a temperatura
de entrada 170 a 180°C, temperatura de salida 77 a 83°C,
aspirador de 100%, porcentaje de bomba de 15 a 30% y
flujo de muestra de 3-4 cm?/min.

Para la obtencidn del extracto atomizado se siguid el
procedimiento descrito por Razo (©.

Evaluacion de los parametros fisicoquimicos del
extracto atomizado

Se evaluaron las caracteristicas organolépticas,
identificacion fitoquimica (Miranda M. y Cuéllar A.) ),
solubilidad, pH, humedad y cenizas totales.

Formulacion de las tabletas

Método de elaboracion de las tabletas. Se cernié celulosa
microcristalina  (PH-101), carboximetilcelulosa sddica,
dioxido de silicio y extracto atomizado, por un tamiz de 0,4
mm de luz. Se mezcl6 en mezclados en “V” por 10 minutos,
se adiciond el lubricante y se tamizé paso por tamiz de
didmetro 0,4 mm. Se llevé nuevamente a mezclador en “V”
por 10 minutos. Se realizé la compresion en tableteadora
monopunzon, con un parametro de 60 golpes por minuto ©®.

Controles. Se midi6 el tamafo, y la uniformidad de
peso —se pesaron 10 tabletas haciendo uso de la balanza
analitica y desintegracidon-.

Figura 2. Tabletas elaboradas a base de extracto
atomizado de Stevia rebaudiana Bertoni.

disolviendo y enrasando con agua-
acetonitrilo (7:3) a so mL. Los
parametros fueron: longitud de
onda de 210 1j; volumen de inyeccion de 5 pl de solucion
estandary de muestra; columna C18 (longitud: 250 mm;
didmetro interior: 4,6 mm y tamaiio de particula 5 pm);
temperatura 40°C; fase movil de acetonitrilo y buffer de
fosfato de sodio 10 mmol/L (pH 2,8) en proporcién 32:68
y flujo de 1 mL/min.

El porcentaje del estevidsido en la muestra se calculé a
partir de la formula:

oax - ( VVVV )_(ﬂ:x)_m

W = Cantidad (mg).
s = Esteviosido

Donde:

%x = Porcentaje del esteviosido
A= Area del pico

X = Solucién muestra

f. = Relacion del peso de la férmula de X para el peso de la formula de

esteviosido: 1.00 (estevidsido).

Evaluacion de la actividad hipoglucemiante

Se utilizo el test de tolerancia oral a la glucosa, segtin
CYTED 1995y Arroyo 2012 %,

El nivel de glucosa se midio utilizando el glucometro
digital, para lo cual se tomo6 la muestra de sangre de la
cola usando una lanceta.

Las tabletas, la insulina y la glibenclamida,
por separado, se disolvieron en agua destilada y se
administraron inmediatamente después de la glucosa por
via oral, a excepcion de la insulina que se administré por
via subcutdnea.

Paralelamente al tratamiento se administro
glucosa por via intraperitoneal en dosis de 200 mg/kg.
Las mediciones de glucosa se hicieron antes de iniciar
los tratamientos y a diferentes tiempos después de la
administracion de glucosa.

Se graficaron los niveles de glucosa a diferentes
tiempos y se calculd el area bajo la curva de niveles
plasméticos en funcidén del tiempo, utilizando el método
de los trapecios.

A=§ (J*fw ) . (b-a)
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Tabla 1. Aleatorizacién de las ratas en distintos grupos de tratamiento.

Grupos Tratamiento Dosis
1 Suero fisiol6gico 2 ml/Kg
2 Glucosa 2000 mg/Kg
3 Glucosa + Glibenclamida (Glib.) 50 mg/kg
4 Glucosa + Insulina 4 Ul/Kg
5 Glucosa +Tableta de stevia 100 mg/Kg

Disefo experimental
Alcance de investigacion. Experimental V.

Diseiio de investigacion. Disefio con pos prueba
Unicamente y grupo control .
RG, x O,
RG,-0,
R: Asignacién al azar o aleatoria
G: Grupos de ratas.

X: Tratamiento, estimulo o condicién experimental.
O: Medicién experimental: Area bajo la curva.

Analisis de datos

La comparacion de los promedios del AUC de los
diferentes tratamientos fueron comparados a través del
analisis de varianza (ANOVA) al 95% de nivel de confianza
y la prueba de comparaciones multiples de Duncan.

RESULTADOS

Los resultados se muestran en las tablas 2-6 y en las
figuras 3-5.

DISCUSION

La tabla 2 muestra un porcentaje de rendimiento
de 12,5%, es decir de 1 kg de corteza se obtiene 125,6 g de
extractoatomizado, resultado menoral obtenido por Razo
(), Esta variacion podria ser debida al lugar de procedencia
de la planta, ya que esta suele cultivarse a temperaturas
entre los 23 y 25°C con humedad relativa menor a 70%,
crece entre los 500 y 1600 de altitud y su habitat es en
zonas con mucha luz solar, pero poco caliente.

Respecto a las caracteristicas, el extracto presenta
olor dulce, sabor dulce y aspecto polvo fino homogéneo,
especificos para los extractos atomizados de stevia,
mientras que el color beige difiere de los obtenidos por
Razo ©, debido al proceso de ultrafiltracion que él utilizo.
El extractoatomizado es muysolubleenagua, pocosoluble
en metanol y practicamente insoluble en cloroformo.
El extracto tiene un pH igual a 5,70, ligeramente acido,
y humedad de 3,57%, menor a la obtenida por Razo ©),
pero dentro de las especificaciones, pues un exceso de
humedad puede provocar crecimiento microbiano o
hidrolisis de algunos metabolitos, como manifiestan
Miranda  y Sharapin ®. Presenta cenizas totales igual
a 4,66%, mayor a la obtenida por Razo ), posiblemente
debido a materias extrafias —principalmente suelo y
arena- que se adhieren a superficie de las hojas.

Los metabolitos secundarios presentes en el
extracto atomizado fueron flavonoides, fenoles, taninos,
triterpenos y esteroides (tabla 3), lo que corrobora
los hallazgos de Bravo (*». Esto demuestra que en el
proceso de secado por atomizacion no se pierden dichos
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Tabla 2. Pardmetros fisicoquimicos del extracto atomizado de las
hojas de Stevia rebaudiana Bertoni.

Parametros Ensayos Resultados
Color Beige
Organoléptico e L
Sabor Dulce
Aspecto Polvo fino homogéneo
Agua Muy soluble
Solubilidad Metanol Poco soluble
Cloroformo Insoluble
pH E.A.al 5% 5,7
Humedad Gravimétrico 3,57%
Cenizas Gravimétrico 4,66%
Rendimiento 12,50%

E.A.: Extracto atomizado

Tabla 3. Pardmetros fisicoquimicos del extracto atomizado de las
hojas de Stevia rebaudiana Bertoni.

Metabolito Ensayos Resultados Obs.
Flavonoides Shinoda + Fase amilica anaranjado
Fenoles y/o Cloruro
taninos férrico e Azul verdoso
Triterpenos Libermann
y/o esteroides - Burchad it Verde oscuro

(+) Escasa; (++) Buena; (+++) Excelente

Tabla 4. Formulacién de una tableta elaborada a base de extracto
atomizado de Stevia rebaudiana Bertoni.

Principios y excipientes %
E.A. de Stevia rebaudiana Bertoni 48,89
Celulosa microcristalina (PH-101) 48,22
Carboximetil celulosa s6dica 1,89
Dio6xido de silicio 0,76
Esterato de magnesio 0,24

E.A.: Extracto atomizado

Tabla 5. Controles realizados a la tableta elaborada con del extracto
atomizado de Stevia rebaudiana Bertoni.

Controles Parametro

Didmetro (mm) 8,05
Altura (mm) 5,46
Uniformidad de peso (mg) 205,02
Desintegracion (min) 14,97

Tabla 3. Valoracion de los niveles de esteviésido presentes en la
tableta de Stevia rebaudiana Bertoni.

TR Area ES C/tab
Estandar 8,87 16,06
Muestra 9,04 0,329 2,33 4,77

TR: Tiempo de retencion (min)
ES: estevidsidos (%) C: concentracién (mg) Tab: Tableta

metabolitos, responsables del efecto farmacoldgico,
especificamente los diterpenos, que muchos estudios
reportan como responsables del efecto hipoglicemiante.

Trillo ¥, manifiesta que un estudio de formulacion
debe ir precedido del conocimiento de determinadas
propiedades fisicas, quimicas y biofarmacéuticas del
principio activo y de la influencia de los excipientes y el
proceso tecnoldgico sobre estos, para conseguir las tres
cualidades fundamentales del medicamento que son la
estabilidad, seguridad y eficacia. Asimismo, Gonzalez
et al ¥, expresan que la elaboracion de un comprimido
por el método de la compresion directa presenta algunos
inconvenientes potenciales, como la tendencia a la dureza
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Figura 3. Variacion de los niveles medios de glucosa de los
tratamientos en funcién del tiempo.

elevada y a la adherencia, el tiempo de disgregacion
excesivo y problemas asociados al flujo irregular. En el
presente estudio esta situacion podria agravarse debido
a la higroscopicidad inherente a los extractos atomizados
y a la cantidad de extracto afiadida. La medida utilizada
para contrarrestar dichos problemas en la elaboracion de
tabletas a base del extracto atomizado Stevia rebaudiana
Bertoni fue el empleo de coadyuvantes derivados de la
celulosa en el proceso por compresion directa.

Para la elaboracion de las tabletas se tomd como
referencia la féormula propuesta por Gonzalez et al 9,
cuya composicion se presenta en la tabla 4.

Los controles realizados a las tabletas se presentan en
la tabla 5, observandose que cumplen con los estandares
permitidos, al presentar uniformidad en el didmetro y altura,
ya que el rango de variacién permitido es de + 5%; asimismo,
estas dimensiones fisicas del material junto con las densidades
de los excipientes determinaran el peso de la tableta, cuyo
promedio fue de 205,02 * 1,22 mg, cumpliendo con los
estandares permitidos en lo referente a uniformidad de peso
®_ La desintegracion sirve como guia en la preparaciéon de una
formula dptima y en las pruebas de control de proceso para
asegurar la uniformidad de lote a lote, el tiempo que tardo
en desintegrarse fue de 14,97 minutos, que al igual que los
controles anteriores cumplen con los estandares permitidos 5.

Para la valoracién de los niveles de esteviosido en la
tableta, se tomo como referencia la técnica establecida en
la 732 reunion del Comité de Expertos de la FAO/OMS en
Aditivos Alimentarios ©®. El contenido de estevidsido en
cada una de ellas fue de 2,33%, con una concentracion de
4,77 mg por tableta, tal como se puede observar en la tabla
6. Los niveles de estevidsido son muy bajos en comparacion
a los mencionados por Pefna @ y Jiménez et al 9, quienes
manifiestan que existe una gran variabilidad para los
contenidos de estevidsido y rebaudidsido A, observandose
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Figura 4. Area bajo la curva de niveles plasmaticos de glucosa de los
distintos tratamientos.

valores de 0-21% para el primero, y 0 a 12% para el segundo.
Dicha variabilidad se debe, como menciona Jiménez et al
(16 a que estevia se reproduce sexualmente por fecundacion
cruzada (alégama), por lo que no debe extraiiar la diversidad
fenotipica y genotipica que se observa tanto en plantas que
crecen espontaneamente, como en cultivos comerciales;
ambas caracteristicas son gobernadas por genes de herencia
cuantitativa, por lo que es de esperar influencias de factores
ambientales sobre los mismos (época de cosecha, pos
cosecha, temperatura, humedad, etc.)

Respecto a la tolerancia oral a la glucosa, la figura 3
muestra los niveles de glicemia en funcion del tiempo para
los distintos tratamientos, donde podemos observar que
la hiperglicemia (=200 mg/dL) perdura por mas de dos
horas después de la ingesta de 2000 mg/Kg de glucosa por
via oral (grupo 2, hiperglicémicos). Asimismo se observa
que la tableta elaborada a base del extracto atomizado de
Stevia rebaudiana Bertoni, reduce los niveles de glicemia a
las dos horas (142 + 39 mg/dL) en comparacidn al control
glibenclamida (173 + 37 mg/dL).

Jeppesen et al 9y Gregersen et al '’ determinaron el
efecto antihiperglucémico de la Stevia rebaudiana Bertoni,
utilizando el drea bajo la curva (AUC) de los niveles de
glicemia. Para determinar el drea bajo la curva se utilizé el
método de los trapecios, observando que la tableta elaborada
a base del extracto atomizado de Stevia rebaudiana Bertoni
presenta un AUC de 210,68 + 57, menor al AUC del control
glibenclamida que obtuvo un area de 247,43 + 33.

Alrealizar el andlisis de varianza de las mediasdel AUC de
los niveles glicemia en funcion del tiempo de los tratamientos,
se determind que existen diferencias estadisticamente
significativas ~ (p<0,05) entre diversos tratamientos.
Seguidamente se realizaron comparaciones multiples de las
medias de las AUC utilizando la prueba de Duncan al 95% de
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nivel de confianza, los resultados se muestran en la tabla 7,
donde se puede observar que los AUC de los tratamientos con
insulina, normoglicemicos, Stevia rebaudiana 'y glibenclamida
son estadisticamente similares (p<0,05), aunque el tratamiento
con glibenclamida es estadisticamente similar en el grupo de
los hiperglicémicos (p<0,05).

Todos estos resultados nos conducen a afirmar que la
tableta elaborada a base del extracto atomizado de hojas
de Stevia rebaudiana Bertoni, podria ejercer actividad
hipoglicemiante estadisticamente significativa con el grupo
tratado con insulina y glibenclamida. Esta afirmacién es
sustentada por la buenas caracteristicas fisicoquimicas de
la tableta, su menor tiempo de desintegraciony la presencia
de estevidsido y rebaudidsido A en ella.

Muchos estudios reportaron disminucion
estadisticamente significativa de la accion hipoglicemiante,
atribuyendo este efecto principalmente al estevidsido,
metabolito presente en la Stevia rebaudiana Bertoni como
refieren Jeppesen et al 7y Gregersen et al 1®. El presente
estudio refuerza tal hip6tesis pues se ha demostrado que el
extractoatomizadode Stevia rebaudianaBertoniquecontiene
estevidsido y podria tener actividad hipoglicemiante.

Jeppesen et al 7, investigaron profundamente al
estevidésidocomometabolitoactivoenel efectohipoglicemiante,
para lo cual utilizaron lineas celulares beta INS-1 de islotes de
Langerhans de ratén, describiendo el posible mecanismo de
accion, a través de la estimulacién de la secrecion de insulina
poraccion directa en las células beta pancredticas.

CONCLUSION

La tableta elaborada a base de extracto atomizado
de hojas de Stevia rebaudiana Bertoni, posee accion
hipoglicemiante en ratas albinas.
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