Revista Peruana de Medicina Integrativa
ISSN: 2415-2692

ﬁ%EsSalud

[ ARTICULO ORIGINAL|E®Y

DOI: 10.26722/rpmi.2020.v5n4.248

Efecto del Syzygium aromaticum (clavo de olor), sobre la glicemia en ratones con

diabetes experimental

Effect of Syzygium aromaticum (clove) on glycemia in mice with experimental diabetes

José Aranda-Ventura = Jorge Vi

llacrés-Vallejo'% Lener Nufiez-Tuesta ; German Gonzalez-Aspajo’

"Instituto de Medicina Tradicional (IMET)-Seguro Social de Salud (EsSalud).
2 Facultad de Agronomia. Universidad Nacional de la Amazonia Peruana (UNAP).
Recibido: 13/11/2020 Aprobado: 28/11/2020

Informacion del articulo

Correspondencia

José Alberto Aranda Ventura
Psje. San Lorenzo 205, San Juan,
lquitos, Perd.

+51 965766025; +51 65 265669
jarandaventura@gmail.com;
jose.aranda@essalud.gob.pe

Conflictos de interés

Los autores declaran no tener
conflicto de interés en la publicacién
del articulo.

Fuente de financiamiento
Este estudio fue financiado por el Ins-
tituto de Medicina Tradicional.

Citar como: Aranda-VenturaJ, Villacrés-
Vallejo J, NUfiez-Tuesta L, Gonzélez-As-
pajo G.. Efecto del Syzygium aromati-
cum (clavo de olor), sobre la glicemia en
ratones con diabetes experimental. Rev
Peru Med Integrativa. 2020; 5(4):140-5.
doi:

RESUMEN

Cada vez se encuentra disponible en el mercado una variedad de alimentos etiquetados
como «alimentos funcionales», con diferentes declaraciones sobre sus beneficios para la
salud, incluyendo para la diabetes; los compuestos bioactivos hallados en varios alimentos
justifican la investigacién, en este estudio se evaluara la capacidad hipoglicemiante de una
especia de cocina. Objetivo. Determinar si el extracto acuoso del Syzygium aromaticum tiene
efecto sobre la glicemia en ratones con diabetes experimental (DE). Materiales y métodos.
Se elabord un extracto acuoso de Syzygium aromaticum. Los ratones fueron distribuidos en
cinco grupos de cuatro unidades cada grupo (G). El G1 sin DE recibié agua destilada (AD),
los cuatro grupos restantes fueron ratones con DE. La diabetes experimental se indujo con
estreptozotocina via intraperitoneal. El grupo G2 con DE se traté con agua destilada; el G3
con DE fue tratado con S. aromaticum 50 mg/kg; el G4 con DE fue tratado con S. aromaticum
200 mg/kg; el G5 con DE fue tratado con acarbosa 100 mg/kg. Estos tratamientos y la
administracion de agua destilada al grupo sin DE fueron en dosis Unica durante 5 dias; la
evaluacion final de las glicemias se realizd 24 h después. Resultados. Los grupos G3 y G4
disminuyeron significativamente (p<0,05) la glicemia con respecto al grupo placebo. El grupo
G3 no mostro diferencia significativa con respecto al grupo tratado con acarbosa, ambos
mostraron un drastico efecto hipoglicemiante. Conclusiones. En condiciones experimentales,
el extracto de Syzygium aromaticum tiene efecto hipoglicemiante equiparable a la droga
control, y podria ser el primer paso para que esta especia se considere un alimento funcional
con potencial preventivo y terapéutico para la diabetes tipo 2.

Palabras clave: Diabetes mellitus experimental; Hipoglucemiantes; Alimento funcional; Syzy-
gium aromaticum (Fuente: DeCS).

ABSTRACT

A variety of foods labeled "functional foods" are increasingly available on the market, with
different claims about their health benefits, including for diabetes; the bioactive compounds
found in various foods justifies the investigation, in this study the hypoglycemic capacity
of a kitchen spice will be evaluated. Objective: To determine if the aqueous extract of
Syzygium aromaticum has an effect on glycemia in mice with experimental diabetes (ED).
Materials and methods: The aqueous extract of Syzygium aromaticum was prepared.
The mice were divided into five groups of four units each group (G). Group G1 without
DE received distilled water (DA), the remaining four groups where mice with ED. ED was
induced with streptozotocin intraperitoneally, achieving hyperglycemic values. Group G2
with ED treated with distilled water, G3 with ED treated with Syzygium 50 mg / kg, G4 with
ED treated with Syzygium 200 mg / kg, G5 with ED treated with acarbose 100 mg / kg, these
treatments and the administration of distilled water to the group without ED were in a
single dose for 5 days; the final evaluation of the glycemia was carried out 24 hours later.
Results: The G3 and G4 groups significantly decreased (p <0.05) the glycemia with respect
to the placebo group. The G3 group did not show a significant difference with respect to
the group treated with acarbose, both showed a drastic hypoglycemic effect. Conclusions:
Under experimental conditions, the Syzygium aromaticum extract has a hypoglycemic
effect comparable to the control drug, and could be the first step for this spice to be
considered a functional food with preventive and therapeutic potential for type 2 diabetes.
Key words: Diabetes mellitus; Experimental; Hypoglycemic; Functional food; Syzygium
aromaticum (Source: DeCS).
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INTRODUCCION

Se conoce que la resistencia a la insulina y la disfuncion
de las células B del pancreas son los factores principales
fisiopatoldgicos detrds de la diabetes mellitus tipo 2
(DM2); sin embargo, estos factores entran en juego en
cursos de tiempo diferentes. La resistencia a la insulina
en el musculo es la anomalia detectable mas temprana
en este tipo de diabetes. Por el contrario, los cambios en
la secrecién de insulina por las células B determinan tanto
el inicio de la hiperglucemia como la progresiéon hacia la
terapia con insulina ™.

A nivel mundial, la cantidad de pacientes con diabetes
mellitus sigue aumentando; mas del 90% de personas
con diabetes tienen DM2. En el 2019 habia 463 millones
de pacientes adultos con diabetes; 232 millones de
adultos con diabetes no diagnosticada, y 374 millones de
personas adultas con tolerancia a la glucosa alterada .
En el Pery, segun el reporte epidemioldgico de DM2 del
2018, la incidencia y prevalencia de casos evidencian un
insuficiente control metabdlico ). El abordaje establecido
para esta enfermedad consiste en medidas de estilos de
vida (dieta y ejercicio) y/o tratamiento farmacoldgico
hipoglucemiante, pero a pesar del gran avance en estas
areas, la diabetes continua en aumento. Dado que la DM2
esta asociada con las complicaciones microvasculares
y macrovasculares, ademas de altos costos de atencién
médica, son necesarias nuevas estrategias eficaces para
enfrentar esta pandemia “.

La dieta es un factor ambiental que afecta al estado
nutricional, lo cual se ve reflejado en la incidencia de varias
enfermedades. Los alimentos funcionales se definen
como: cualquier alimento o ingrediente alimentario
modificado que puede proporcionar un beneficio para
la salud humana mds alld de los nutrientes tradicionales
que contiene ®. Los alimentos funcionales son un &rea
de investigacién emergente que se corresponde con las
investigaciones gendmicas, epidemioldgicas y clinicas
integradas con la industria alimentaria ©. Cada dia las
investigaciones estan demostrando una relacién entre los
compuestos bioactivos de la alimentacién y la salud 7.
Por ejemplo, las catequinas del té verde demostraron
efectos en la reduccién de la glucosa en ayunas en
adultos, seglin un metaandlisis de 22 ensayos clinicos ®;
en otro estudio, el consumo diario de aceite de oliva
extra virgen, rico en polifenoles, durante ocho semanas,
redujo significativamente la glucosa en ayunas, la HbAlc,
y adipocinas inflamatorias, en pacientes con sobrepeso
y DM2 ©. En una revisién narrativa, concluyeron que los
polifenoles procedentes de alimentos de origen vegetal,
pueden influir en la resistencia a la insulina y la DM2 1),

Hay algunos alimentos denominados especias, que
son muy utilizados en la cocina, y que han demostrado
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efecto hipoglicemiante segun estudios farmacoldgicos, asi
tenemos a la Curcuma longa (circuma) ¥, Cinnamomum
zeylanicum (canela) 2, Nigella sativa (comino negro) 3
y Syzygium aromaticum (clavo de olor) 4 %5 Esta Ultima
especia es nativa de Asia, tiene unos botones florales
aromaticos llamados clavo de olor, cominmente de uso
culinario; el clavo de olor y su aceite tienen una gran
cantidad de usos medicinales y recreativos *¥; los estudios
de su efecto hipoglicemiante a nivel farmacoldgico se han
realizado con cultivos procedentes de otros paises, pero
no con el Syzygium aromaticum cultivado en PerU, no hay
publicaciones al respecto; por ese motivo y por ser un
condimento de cocina muy usado, con un amplio margen
de seguridad, planteamos determinar si el Syzygium
aromaticum cultivado en Peru tiene efecto sobre la
glicemia en ratones con diabetes experimental.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se usaron los botones florales secos del Syzygium
aromaticum, los cuales son conocidos como «clavo de
olor», los cuales fueron recolectados en febrero de 2020
en Oxapampa, Puerto Bermudez, en el departamento de
Junin.

Certificacion de la especie vegetal

La identificacién taxondmica y certificacion de la especie
botdnica fue realizada por el Herbarium Amazonense-
AMAZ-Centro de Investigacion de Recursos Naturales
de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana,
con numero de voucher (NV) del espécimen: Syzygium
aromaticum (L.) Merr. & LM. Perry (NV: 029636),
pertenece a la familia Myrtaceae. En el Pery, sus nombres
comunes son: clavero, clavo de olor (19,

Preparacidn del extracto vegetal

A partir de las inflorescencias se obtuvieron los botones
florales (semejantes a un clavo) los cuales fueron secados
en una estufa MEMMERT®, modelo INB 200 a 50 °C por 5
dias. Seguidamente, se limpiaron de materiales extrafios
y se peso 500 g (balanza digital Cavory®, modelo EK5350),
luego fueron pulverizados en una maquina moledora
Vulcano®, y sometidos a un proceso de extraccion acuosa
enuna relacién 1:10 (1 kg: 10 L) a 70 °C por 3 h. El extracto
obtenido fue concentrado en rotavapor mrc®, modelo
Roval00 a 50 °C y 50 rpm hasta obtener un volumen de
1 L que fue guardado en un frasco oscuro. Seguidamente,
el extracto fue sometido a un deshidratado a 50 °C
en estufa hasta obtener un polvo seco que se guardd
en refrigeracién a 2-8 °C. Este proceso se realizd en el
laboratorio de Farmacognosia del Instituto de Medicina
Tradicional (IMET) de EsSalud.
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Material quimico y reactivos

Estreptozotocina 2%, acarbosa 95% vy buffer citrato son
procedentes de Sigma-Aldrich Chemical Co. (USA).

Animales de experimentacion

Se emplearon 20 ratones machos cepa Balb/C con 6 a 8
semanas de edad y un peso 23,70 + 2,06 g. Los animales
fueron aclimatados durante 15 dias en el Bioterio del
IMET-EsSalud, a una temperatura entre 23 a 27 °C, con
humedad de 50a80% Y un ciclo de luz/oscuridad de 12/12.
El alimento y el agua fueron dados ad /ibitum. El manejo
de los animales de laboratorio se hizo cumpliendo con las
normas establecidas para el uso de animales en trabajos
de laboratorio, respetando sus derechos universales
de acuerdo con la Declaracién de la Asociacién Médica
Mundial sobre el uso de animales en la investigacion
biomédica 7.

Induccién de la diabetes experimental (DE) y grupos
experimentales

Los 20 ratones fueron distribuidos en cinco grupos de
cuatro ratones cada uno: G1 sanos (sin DE); G2 con DE +
placebo (agua destilada 10 mL/kg); G3 con DE + Syzygium
50 mg/kg; G4 con DE + Syzygium 200 mg/kg; G5 con
DE + droga control (acarbosa 100 mg/kg). La diabetes
experimental (DE) fue inducida en los ratones sanos
(glicemias normales medidas el dia 0) por laadministracion
via intraperitoneal de 200 mg/kg p. c. de estreptozotocina
en dosis Unica, previo ayuno de 18 h (la estreptozotocina
fue disuelta en 0,09 mol/L de buffer citrato a pH 6,4), cinco
dias después se instald la hiperglicemia (dia 5).Durante
el estudio, con la finalidad de mantener la igualdad de
condiciones, a todos los ratones se les proporciond la
misma dieta, normal en pellet, proveido por el Programa
de Investigacién y Proyeccion Social en Alimentos de la
UNALM. la formulacion de la dieta por 100 g de muestra
fue: carbohidratos 62,5 g, proteinas 19,6 g, grasa 2,5 g,
energia total 350,9 kcal. Solo el grupo G1 no estuvo en
iguales condiciones que el resto de ratones de los otros
grupos, ya que a este grupo no se le indujo la DE, pero
si fue sometido a la administracion de 10 mL/kg de agua
destilada a través de una canula orogastrica; este mismo
instrumento se usé para administrar las otras sustancias
al resto de los grupos. Los 100 mg/kg p.c. de acarbosa se
disolvié en agua destilada en relacién de 0;5 mL/ratdn.
Las diferentes sustancias se administraron por via oral en
dosis Unica cada 24 h por 5 dias continuos (dias 6, 7, 8, 9
y 10), y la evaluacion final de las glicemias en ayunas fue
el dia 11.

Examenes auxiliares

Los valores de glicemia se determinaron al inicio (dia
0) cuando los ratones estaban sanos, y a los 5 dias de
la administracion de la estreptozotocina (dia 5) para
determinar la hiperglicemia, este mismo dia también
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se midieron las glicemias del grupo de ratones sanos; el
Ultimo control de glicemia en ayunas se realizd a las 24 h
después del ultimo dia de administrar las sustancias de
ensayo (dia 11) este mismo dia también se midieron las
glicemias del grupo de ratones sanos. Dichas glicemias
fueron determinadas a partir de una muestra de sangre
obtenida con un capilar, de laregion dela cola (en el ambito
de la vena caudal), las cuales fueron procesadas por el
método GOD-PAP ¥ prueba enzimatica colorimétrica
para la glucosa, método con desproteinizacion. Se uso
un espectrofotometro JENWAY 6400 con una longitud de
onda de 500 nm para leer la absorbancia.

Analisis estadisticos

Los resultados fueron expresados como medias vy
desviaciones estandar. Los promedios se muestran con el
limite de confianza al 95%. Los datos se analizaron con la
prueba paramétrica anadlisis de varianza (ANOVA) de una
via, utilizando el programa estadistico STATA versién 12.
Se considerd significativo p < 0,05. Se realizé la prueba
post-hoc de Tukey HSD, para identificar que tratamientos
son significativamente diferentes entre si.

Aspectos éticos

La investigacidn se realizé respetando los principios de
reducir el nimero de animales de experimentacion,
reemplazar los animales de experimentacién por
otros métodos vy refinar las técnicas para aminorar el
sufrimiento. El protocolo fue revisado y aprobado por el
Comité de Etica y Bienestar Animal (CEBA) de la Facultad
de Medicina Veterinaria de la UNMSM (constancia de
autorizacién ética 2019-6). Al final del experimento los
ratones fueron sometidos a eutanasia con ketamina 5 mg/
kg via intramuscular y luego sacrificados por el método de
dislocacion cervical.

RESULTADOS

Al inicio del experimento, dia 0, los veinte ratones
tuvieron valores de glicemia basales de 100,69 + 18,26
mg/dL, con respecto a estos valores (dia O: primera
columna de la Tabla 1), las comparaciones multiples con la
prueba de Tukey entre el grupo 4 (Syzygium aromaticum
200 mg/kg) y el resto de los grupos, indica que solo hubo
diferencia significativa con el grupo 1 (sanos). El dia 5, en
la poblacidn de ratones de los grupos G2 al G5, posterior a
la administracion de la estreptozotocina, se logré valores
hiperglucémicos de 218,94 + 29,10 mg/dL. Con respecto
a las glicemias del dia 5 (segunda columna de la Tabla 1),
el analisis con la prueba de Tukey entre el grupo 1 (sanos)
y el resto de los grupos, indica que presenté diferencia
significativa con el resto de grupos; un dato que era
de esperarse dado que los ratones del G1 no fueron
inducidos para DE.
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Tabla 1. Comparacién de promedios de glicemia por efecto del Syzygium aromaticum y sus controles

Grupos Dia 0
G1.Sanos+A.D 10 mL/kg 80,38 £ 23,04
G2.DE+PlaceboA.D 10 mL/kg 99,88 + 8,47

G3.DE+Syzigium 50 mg/Kg
G4.DE+Syzygium 200 mg/Kg
G5.DE+ acarbosa (100 mg/kg)

103,51 + 10,90
122,87 +5,78
102,89 + 11,50

Dia 5 Dia 11

71,30 £ 18,55 80,09 £ 21,70*
227,37 415,16 255,42 £25,02*
225,94 £ 35,29 57,00 £ 15,35°
189,90 £ 32,76 128,56 + 18,95*2

227,45 + 31,26 37,96 £ 11,47°

DE: ratones con diabetes experimental N.° de ratones/grupo: 4. A.D: agua destilada

*Indica diferencias significativas con respecto al control (Acarbosa) prueba de Tukey (p<0,05).
alndica diferencias significativas con respecto al placebo (A.D) prueba de Tukey (p<0,05).

Después de 5 dias seguidos de administrar las
intervenciones, se obtuvieron los valores de glicemias en
ayunas finales, dia 11 (ver las medias de las glicemias y
sus desviaciones estandar por cada grupo experimental
en Tabla 1). El ANOVA fue p< 0,05, lo que indica que uno
0 mas tratamientos son significativamente diferentes. Los
grupos de ratones que recibieron Syzygium aromaticum a
50y 200 mg/kg, y el grupo que recibio acarbosa, el dia 11
disminuyeron la glicemia significativamente (p<0,05) con
respecto al grupo placebo; entre los grupos que recibieron
el Syzygium se evidencid una mayor disminucién de la
glicemia a menor dosis.

Por otro lado, el grupo que recibié Syzygium a 50 mg/kg,
no mostro diferencia significativa con respecto a la droga
control, acarbosa, ambos disminuyeron las glicemias
drasticamente al punto de llegar a la hipoglicemia, sin
llegar a comprometer la vida de los ratones. Mientras que,
si hubo diferencia significativa entre el grupo que recibid
Syzygium a 200 mg/kg y el grupo de acarbosa, siendo
este Ultimo grupo el que mostrd mayor disminucion de
la glicemia. Con respecto al grupo de ratones sanos, no
se evidencia diferencia significativa entre sus glicemias
finalesy las basales. El grupo con DE y que recibid placebo,
se mantuvo con sus valores hiperglucémicos, incluso la
glicemia final se incrementd en un 12,34%.

DISCUSION

El presente estudio mostrd evidencia que el extracto
acuoso de los botones florales secos de Syzygium
aromaticum, cultivado en PerU, a las dosis de 50 y 200
mg/kg (los grupos G3 y G4 respectivamente) tienen efecto
hipoglicemiante en ratones Balb/c machos con diabetes
experimental, después de 5 dias de tratamiento. Con la
dosis de 50 mg/kg se logrd disminuir la glicemia en un
74,77%, mientras que la dosis de 200 mg/kg disminuyd
la glicemia en un 32,30%. Estos resultados reflejan el
denominado «efecto dosis-respuesta hormética», el cual
se caracteriza por la estimulacién (efecto hipoglicemiante
drastico) por dosis bajas e inhibicién (un menor efecto

hipoglicemiante) por dosis altas; este hecho pone en
evidencia que la naturaleza no siempre se comporta de
forma lineal, ni umbral ®®. No hubo diferencia significativa
entre el grupo que recibid Syzygium aromaticum 50 mg/
kg y el grupo que recibié acarbosa 100 mg/kg, es decir
que el extracto de Syzygium aromaticum tiene un efecto
equiparable a la droga control, segln el presente ensayo.
La acarbosa disminuyd la glicemia en un 83,31%.

Estos resultados se asemejan a otros estudios
farmacoldgicos, aunque con diferentes disefios
experimentales. En un estudio se reporté que el
extracto etandlico de Syzygium aromaticum cultivado en
Indonesia, suprimid significativamente el incremento de
glicemia en ratones KK-Ay genéticamente diabéticos ?;
otro ensayo informd que la suplementacién de una
dieta con polvo de botones florales secos de Syzygium
aromaticum (a dosis de 20 y 40 g/kg) cultivado en
Nigeria, redujeron gradualmente la glicemia en ratas
con diabetes experimental, en comparacion con las ratas
diabéticas de control sin suplementacién del polvo de
esta especia Y. Actualmente, se reportd que una forma
de extracto acuoso de botones florales secos de Syzygium
aromaticum (a dosis de 250 y 750 mg/kg) también
cultivado en Nigeria, tuvo efecto hipoglicemiante en ratas
con diabetes experimental, en comparacién a las ratas
diabéticas que no recibieron dichos extractos, el grupo
que recibié la mayor dosis del extracto tuvo un mayor
efecto hipoglicemiante, sin llegar a valores normales de
glicemia ),

Este ultimo estudio es el que mas se asemeja a nuestro
ensayo con respecto al tipo de extracto y al disefio
experimental, pero lo relevante es que nuestro ensayo
logré mejor efecto hipoglicemiante (normalizé los valores
de glicemia) con una dosis mucho menor (50 mg/kg) que
la dosis usada en dicho experimento (750 mg/kg) (15),
esto nos permite sugerir que el Syzygium aromaticum
cultivada en PerU tenga mayor cantidad de principios
activos. Con respecto a la composicion quimica de esta
especia, cultivada en otros paises, se ha reportado
gue contiene compuestos fendlicos (kaempferol,
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isoquecitrina, quercetina, rutina, quercitrina, glicésido
de kaempferol, acido galico, acido elagico, acido cafeico,
derivado de 4cido cafeico) ¥, aceites esenciales (eugenol,
cariofileno), y triterpenos como el dcido oleandlico 2V,

De estas moléculas, en forma aislada, las que han
demostrado un efecto hipoglicemiante en modelos
in vivo de ratas con diabetes o prediabetes, son el
eugenol @ y el acido oleandlico ¥, mientras que en
una evaluacion in vitro, a través del fraccionamiento
guiado por bioensayo del extracto etandlico de Syzygium
aromaticum, dio como resultado el aislamiento de ocho
compuestos, de los cuales el dehidrodieugenol y el
dehidrodieugenol B tuvieron potente actividad de unién
al ligando receptor peroxisoma-proliferador-activado
gamma (PPAR-y), y el acido oleandlico tuvo actividad
moderada @9, Este receptor nuclear PPAR-y pertenece a
la familia de factores de transcripcién dependientes de
ligandos, y es la diana molecular predominante para los
farmacos tiazolidinedionas, los cuales son sensibilizadores
a la insulina ®9. Ademas de estos efectos, el Syzygium
aromaticum es claro ejemplo de cémo un componente de
la dieta puede alterar la expresion genémica, ya que un
estudio reveld que actia como insulina en los hepatocitos
y las células del hepatoma al reducir la expresion génica
de enzimas gluconeogénicas hepaticas 4.

Es importante sefialar que la Nutrigendmica es una de las
disciplinas de estudio mas promisorias para revelar los
beneficios de los alimentos y sus componentes bioactivos;
es decir, estudia la influencia de los nutrientes en la
expresion de los genes ©. Los componentes funcionales
de los denominados «alimentos funcionales», son
biomoléculas que se encuentran en dichos alimentos y
que poseen la capacidad de modular uno o mas procesos o
vias metabdlicas en el cuerpo, lo que resulta en beneficios
para la salud y promocién del bienestar 7).

En conclusion, el extracto acuoso de botones florales secos
de Syzygium aromaticum cultivado en PerU, a la dosis de
50 mg/kg, tienen un efecto hipoglicemiante equiparable al
farmaco de sintesis, acarbosa. Los resultados del presente
ensayo y los estudios publicados hasta la fecha, sugieren
que el consumo de determinadas dietas que contienen
alimentos funcionales puede tener efectos beneficiosos
promisorios para la prevencién y el tratamiento de la
diabetes tipo 2, se justifica ampliar las investigaciones con
el Syzygium aromaticum cultivado en Perd.
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