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Resumen

La especie Bauhinia variegata L. “Casco de Vaca” (Caesalpiniaceae) es usada ampliamente
en la medicina tradicional venezolana para el tratamiento de la diabetes. Una evaluacion biolo-
gica invitro fue realizada a las hojas secas y molidas, extraidas con agua a ebulliciéon durante 25
minutos. El extracto acuoso fue filtrado, liofilizado y sometido a una evaluacion de su actividad
hipoglucemiante. Los resultados obtenidos muestran el efecto de diferentes concentraciones
de las hojas de la especie estudiada sobre la disminucién de la concentracion de la glucosa, esto
sugiere que el “Casco de Vaca” podria tener un efecto hipoglucemiante.
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diabetes.

Effect of Bauhinia variegata on glucose level

Abstract

The species Bauhinia variegata L. “Casco de Vaca” (Caesalpiniaceae) is used for the treat-
ment of diabetes in the folk medicine of Venezuela. A biological evaluation in vitro was carried
out on the leaves dried and ground, which were submitted to extraction with boiling water for
25 minutes. The aqueous extract was filtered, lyophilized and was selected to accomplish
an evaluation of its antidiabetic activity. The results show the effect of different concentrations
of the leaves of this species in glucose level decrease and this suggest that the “Casco de Vaca”
should have a hypoglucemiant activity.

Key words: Bauhinia variegata; Caesalpiniaceae; diabetes; hypoglucemiante activity.

Introduccion hormona producida por la actividad endo-
crina del pancreas. La insulina es necesaria
para la utilizacion y el metabolismo de la
glucosa sanguinea por las células del cuer-
po; controla el uso de la glucosa por las célu-
las y regula el nivel de azuicar en la sangre.
La energia derivada de la utilizacién de la
glucosa es necesaria para el metabolismo de
grasas y proteinas. Si existe una insuficien-
cia en la secrecion de la insulina y/o en su

Una de las enfermedades dc mayor in-
dice de morbilidad y mortalidad en la actua-
lidad es la diabetes mellitus o diabetes saca-
rina, que consiste en un aumento del nivel
de aziicar en la sangre (hiperglucemia), y es
provocada por una insuficiencia en la pro-
duccién y/o en la utilizacion de la insulina,
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utilizacion, la glucosa no es utilizada ade-
cuadamente y se manifiesta la diabetes.

La diabetes ha sido clasificada en dos
grupos: diabetes tipo I, cuando la secrecion
de la insulina es insuficiente, y diabetes tipo
I1, cuando los receptores especificos para la
insulina son ineficientes (1). La hipergluce-
mia diabética es el factor de mayor contribu-
cion en el desarrollo de las complicaciones
en la diabetes crénica. La presencia de altas
concentraciones de glucosa circulante o in-
tracelular causa danos irreversibles en los
tejidos. Las complicaciones secundarias
irreversibles que surgen con el tiempo, debi-
do al deterioro que sufren muchos o6rganosy
tejidos por la presencia de altos niveles de
glucosa, son: cambios en los ojos, particu-
larmente en la retina y en el cristalino, pér-
dida de la vision, cataratas, arteroesclerosis
y envejecimiento prematuro.

La reaccion de glucaciénno enzimatica
de proteinas es uno de los mecanismos pro-
puestos para explicar el dafo causado por el
exceso de glucosa en sangre, asociado con la
diabetes. Esta reaccién se basa en la capaci-
dad de la glucosa para reaccionar quimica-
mente con las proteinas; consiste en la
union del grupo carbonilo de la molécula de
azlcar y ciertos grupos libres de aminoaci-
dos de las proteinas (2). Esta reaccién, cono-
cida como reaccion de Maillard, aparece en
alimentos horneados o almacenados (3-5),
ocurre lenta e irreversiblemente bajo condi-
ciones fisiologicas en individuos normales, y
en consecuencia, contribuye a la patogene-
sis de la edad. La glucacion no enzimatica de
proteinas probablemente inicia las compli-
caciones secundarias irreversibles conoci-
das como envejecimiento prematuro que es-
tan asociadas con la diabetes mellitus, y que
son causadas por los productos finales de
glucacion avanzada, AGEs (6, 7).

La glucosa es el azticar que mas contri-
buye en el proceso de formacion de estos
productos irreversibles de glucacién avan-
zada, ya que aun cuando es la menos reacti-
va, €s la que se encuentra en mavor propor-

cién en nuestro organismo. Las proteinas
glucadas sufren alteraciones en su estruc-
tura, cambiando sus propiedades funciona-
les y biolégicas (8). La hemoglobina glucada
aumenta su afinidad por el oxigeno, lo que
ocasiona una disminucién del transporte de
oxigeno de los pulmones hacia los tejidos; en
el lente cristalino se producen precipitacio-
nes y formacién de cataratas, y la glucacion
del colageno causa la arteroesclerosis.

La diabetes es diagnosticada clinica-
mente a través de medidas de glucosa en
sangre y de medidas de hemoglobina gluca-
da.

El tratamiento usual para la diabetes
es la administracién subcutanea de insuli-
na, particularmente en los niflos y en pa-
cientes tipo I, y la administracién de sulfo-
namidas, unida a una dieta balanceada y
pérdida de peso, para los diabéticos tipo II.
Estos tratamientos no previenen las compli-
caciones secundarias irreversibles, conoci-
das como envejecimiento prematuro, por
esto actualmente hay gran interés en las in-
vestigaciones que conduzcan al hallazgo de
sustancias efectivas en la disminucion de la
glucosa sanguinea o inhibitorias de las reac-
ciones de glucaciéon no enzimaticas, que se-
rian de gran beneficio terapéutico para las
patologias relacionadas con la diabetes

Una gran variedad de plantas es utili-
zada por la Medicina Tradicional Venezola-
na para la terapia de la diabetes, siendo la
especie Bauhinia variegata L. (Caesalpinia-
ceae) Urape morado, “Casco de Vaca”, la que
goza de mayor popularidad dentro de la co-
munidad (9, 10).

Esta especie, ampliamente distribuida
en Venezuela, es un arbol de mediana altu-
ra, flores de color blanco, rosado o violeta,
muy parecidas a las orquideas. El fruto es
una legumbre de aproximadamente 25 cm
de largo. Uno de sus modos de empleo es to-
mar, tres veces al dia, una decoccién o infu-
sién de 20 gramos de hojas en un litro de
agua (10).
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Basandonos en la informacion etnobo-
tanica se seleccioné el “Casco de Vaca” para
ensayar una metodologia in vitro sin la utili-
zacion de animales, no reportada anterior-
mente, para evaluar su actividad hipogluce-
miante e inhibitoria de la glucacién.

Materiales y Métodos

Coleccion de la planta

La especie Bauhinia variegata L. fue co-
lectada en Mérida, en el Jardin Botanico de
la Facultad de Farmacia de la Universidad
de Los Andes, (C. de los Rios, D. Hidalgo
Baez y J. Angulo, Abril 1996), autenticada
por el Perito Forestal Giuseppe Adamo, Cen-
tro Jardin Botanico de la Facultad de Cien-
cias, Universidad de Los Andes, y un vou-
cher (# 1) esta depositado en el Herbario
MERC de esta Facultad.

Preparacion del extracto vegetal

Aproximadamente 500 gramos de ho-
jas secas y molidas fueron extraidos con
agua a ebullicién durante 25 minutos. El ex-
tracto fue filtrado, liofilizado y almacenado a
—4°C para su estudio posterior. El s6lido fue
utilizado para preparar las muestras vegeta-
les a concentraciones de 5 mg/mL,
10 mg/mL y 20 mg/mL en buffer Trizma
10 mM, pH 7.3 y evaluar in vitro su actividad
hipoglucemiante utilizando reactivos para
uso de diagnostico in vitro (Sigma Diagnos-
tics). Todas las soluciones utilizadas para
preparar las muestras de reaccién fueron
esterilizadas por ultrafiltracion (discos Nal-
gene 0,2p) y las muestras de reaccion fueron
preparadas a 0°C y bajo luz UV en tubos es-
tériles (Nalgene).

Disminucioén de la glucosa

Para estudiar el efecto de la planta
sobre los niveles de glucosa se incubaron
a 37°C y pH 7,3 durante un periodo de
21 dias, 6 mL de glucosa 50 mM. 2 mL de
muestra vegetal (5 mg/mL, 10 mg/mL y
20 mg/mL) y 2 mL de buffer Trizma
10 mM.

El efecto de la planta sobre la glucacion
no enzimatica de la hemoglobina se estudio
incubando a 37°Cy pH 7,3 durante 21 dias,
6 mL de glucosa 50 mM, 2 mL de hemoglobi-
na humana 0,465 mM y 2 mL de muestra ve-
getal (5 mg/mL, 10 mg/mLy 20 mg/mL) en
buffer Trizma 10 mM.

Para determinar la cantidad de glucosa
en las muestras vegetales se incubaron
muestras controles: Estandar: glucosa
16,7 mM, y Blancos: 5 mg/mL, 10 mg/mLy
20 mg/mL de muestra vegetal en buffer Triz-
ma 10 mM, pH 7,3. La cantidad de glucosa
fue determinada a diferentes intervalos de
tiempo, usando el reactivo Glucose (Trinder)
Kit N° 315, y midiendo la absorbancia (A) a
505 nm, en un espectrofotémetro Perkin El-
mer Lambda 2. La concentracién final de
glucosa se determiné cuantitativamente por
medio de la siguiente relacion:

[Glucosa],(mM) = % [Glucosa] (mm)

donde los siguientes simbolos fueron usa-
dos: [ ] = concentracion mM; m = muestra;
b = blanco; y s = estandar

Los valores de la concentracién de glu-
cosa en los blancos de 5 mg/mL, 10 mg/mL
y 20 mg/mL de muestra vegetal fueron
0,225 mM, 0,244 mM y 0,273 mM, respecti-
vamente.

Resultados y Discusion

La Tabla 1 muestra la concentracién de
glucosa en funcién del tiempo para las incu-
baciones de glucosa 30 mM en buffer Trizma
10 mM, pH 7,3 a 37°C, a diferentes concen-
traciones de muestra vegetal (1mg/mL,
2 mg/mLy 4 mg/mL). La concentracion de
glucosa disminuye con el tiempo de incuba-
ciény con el aumento de la concentracion de
la muestra vegetal. Observandose que al
cabo de 498 horas de incubacion y al au-
mentar la concentracion de la especie vege-
tal (1-4 mg/mL) la concentracién final de
glucosa disminuyé en 26,60%, 38,12% y
52,93%, respectivamente. Estos valores in-
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Tabla 1
Concentracion consumida y concentracién final de glucosa en las incubaciones de muestra vegetal
con glucosa 30 mM, en buffer Trizma 10 mM, a 37°C y pH 7,3

Concentracion consumida de glucosa Concentracion final de glucosa

(mM)

(mM)

Concentracién de la muestra vegetal Concentracion de la muestra vegetal

Tiempo (h) 1 mg/mL 2 mg/mL 4 mg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL 4 mg/mL

0 0,00 0.00 0,00 30,45 30,49 30,55

48 0,00 0.00 0,85 30,45 30,50 29,70

65 0,29 0.62 1,95 30,26 29,87 28,60

161 1,05 1.90 2,77 29,40 28,59 27,78

209 - 5.65 8,50 31,35 24,84 22,05
328 5,67 7,05 9,97 24,78 23,44 20,58
402 6,49 8,91 11,79 23,96 21,58 18,76
498 8,10 11,59 16,17 22,35 18,90 14,38

%I[Glconsumida __ 26,60 ~ 38.12 52,93 B B -
Tabla 2

Concentracién consumida y concentracion final de glucosa en las reacciones de glucacién
no enzimatica de la hemoglobina humana nativa 9,3 x 10 2 mM con glucosa 30 mM y muestra vegetal,
a37°CypH?7.3

Concentracién consumida de glucosa Concentracion final de glucosa

(mM)

(mM)

Concentracion de la muestra vegetal Concentracién de la muestra vegetal

Tiempo (h) 1 mg/mL 2 mg/mL 4 mg/mL 1 mg/mL 2 mg/mL 4 mg/mL

0 0,00 0.00
48 9,36 11,25

65 10,22 12,46

161 14,90 15.81

209 16,04 16,97

402 16,37 19,02

498 18,85 21,05

%[ Glconsumida 61,90 69,04

dican que la muestra vegetal disminuye los
niveles de glucosa con el tiempo de incuba-
cion y con el aumento de la concentracion
del extracto vegetal, lo cual es indicativo de
un efecto hipoglucemiante del “Casco de
Vaca”.

0,00
13,05
14,31
16,23
19,08
20,62
23,45
76,76

30,45 30,49 30,55
21,09 19,24 17,50
20,23 18,03 16,24
15,55 14,68 14,32
14,41 13,52 11,47
14,08 11,47 9,93
11,60 9,44 7,10

La Tabla 2 muestra la concentracion de
glucosa en funcion del tiempo para las incu-
baciones de glucosa 30 mM en buffer Trizma
10 mM, pH 7,3 a 37°C, con hemoglobina hu-
mana nativa 9,3x 102 mM, a diferentes con-
centraciones de muestra vegetal (1mg/mL,
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2 mg/mL y 4 mg/mL), la concentracion de
glucosa disminuyé en 61,90%, 69,04% y
76,76%, respectivamente. La cantidad de
glucosa consumida en esta reaccion es ma-
yor que la cantidad de glucosa consumida
s6lo con la muestra vegetal a las diferentes
concentraciones estudiadas. Este resultado
es consistente con el efecto hipoglucemiante
de la muestra vegetal (Tabla 1) y con la reac-
cién de glucacién no enzimatica de la hemo-
globina (11).

Las Figuras 1 y 2 representan grafica-
mente el efecto que ejerce la concentracion
de la planta sobre la concentracion final de
glucosa.

La glucosa in vivo no sélo reacciona con
la hemoglobina sino también con otras pro-
teinas en el organismo (6), por lo tanto, una
disminucién de los niveles de glucosa en un
sistema in vivo puede ser debido a la reaccion
de glucacién con las proteinas en el organis-
mo, a la reaccion de la glucosa con la mues-
tra vegetal, y/o a la reaccion de la glucosa
con la muestra vegetal y con las proteinas.

Los resultados obtenidos indican que
la disminucién en los niveles de glucosa es
debido a la reaccién de la glucosa con la
muestra vegetal (Tabla 1) y a la reaccién de
la glucosa con la hemoglobina (Tabla 2). La
cantidad de glucosa consumida por la he-
moglobina disminuye con la concentracion
de muestra vegetal (1-4 mg/mL) en 35,30%,
30,92% y 23,83%, respectivamente.

[0) =0,
/O[G] Consumida Total — /O[G] Consumida por la Hemoglobina +

0,
/O[G] Consumida por la Muestra vegetal

0, -0, -
/O[G] Consumida por la Hemoglobina — /O[G] Consumida Tabla 2

0,
A)[G] Consumida Tabla 1

Este resultado revela una disminucién
en la glucacion no enzimatica de la hemoglo-
bina, lo que hace suponer que la muestra ve-
getal inhibe la glucacién de la hemoglobina.
Una disminucion en la glucacion de la he-
moglobina contribuye a disminuir los efec-
tos secundarios de las complicaciones aso-
ciadas con la diabetes mellitus y con el nor-
mal envejecimiento. Estudios posteriores
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Figura 1.

Efecto de la concentracién de la muestra vegetal sobre la concentracion final de glucosa en las

incubaciones de glucosa 30 mM y muestra vegetal en buffer Trizma 10mM, a37°Cy pH?7,3.
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Figura2. Efecto de la concentracion de la muestra vegetal sobre la concentracién final de glucosa en la
glucacién no enzimatica de la hemoglobina humana 9,3 x 10 2mM con glucosa 30mM, a37°C

ypH7,3.

sobre la inhibicion de la muestra vegetal con
la hemoglobina y otras proteinas estan en
proceso.

Conclusiones

Los resultados obtenidos permiten es-
tablecer una correlacion entre la concentra-
ciéon de la planta y la concentracion de la
glucosa, y sugieren un efecto del “Casco de
Vaca” sobre la disminucion de los niveles de
glucosa, lo que podria causar una disminu-
cién en el proceso de formacién de los pro-
ductos irreversibles de glucacion avanzada,
AGEs, que estan asociados con la diabetes y
asi, reducir el riesgo a los danos irreversi-
bles causados en los tejidos por la presencia
de altas concentraciones de glucosa. Esto
plantea una posible efectividad de esta plan-
ta como agente hipoglucemiante

La metodologia in vitro ensayada no re-
quiere de sistemas biologicos, tiene la venta-
ja de ser un analisis rapido, reproducible y
técnicamente sencillo que proporciona ttil

informacién, como es, la cuantificaciéon pre-
cisa y confiable de la concentracién de glu-
cosa y que puede ser utilizada como un en-
sayo preliminar para evaluar el efecto de las
especies vegetales medicinales sobre la dis-
minucién de la glucosa y su posible activi-
dad biologica, pues permite tener mayor cer-
teza sobre el efecto del material vegetal estu-
diado, ya que in vivo la glucosa reacciona
tanto con la hemoglobina como también con
muchas otras proteinas, por consiguiente,
una disminucion de la glucosa no soélo seria
causada por los principios activos que pu-
dieran estar presentes en la especie estudia-
da, responsables de su actividad, sino tam-
bién por la presencia de estas otras protei-
nas en los sistemas in vivo.

El extracto vegetal no s6lo disminuye la
glucosa sino que también disminuye la glu-
cacién no enzimatica de la hemoglobina.
Esto indica que la planta no sélo podria te-
ner un efecto hipoglucemiante sino también
un efecto inhibitorio sobre la reaccién de
glucacion de la hemoglobina.
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Los resultados estimulan posteriores
estudios con sistemas in vivo que permitan
confirmar su actividad etnomédica. y la rea-
lizacién de una evaluacién fitoquimica bio-
dirigida, con el fin de aislar el o los compues-
tos activos biolégicamente.

Esta evaluacion biolégica in vitro, sin la
utilizacion de animales, no ha sido reporta-
da anteriormente.
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