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INTRODUCCION

La investigacion en plantas, asi como la utilizacion de los recursos del medio ambiente,
bajo condiciones de racionalidad tales como minimo costo y alto grado de satisfaccion
social, se han convertido, actualmente, en una premisa fundamental que debe ser
considerada como lineamiento para orientar el desarrollo en la incorporacion sistematica
de los conocimientos cientificos y tecnoldgicos a las actividades econémicas, sociales y
culturales, pues a pesar de la gran utilizacion de las plantas medicinales por la
poblacion, cada vez en aumento, pocas de ellas han sido estudiadas siguiendo métodos
cientificos validos y atendiendo a las normas éticas establecidas internacionalmente, ya
que si bien el uso popular es un indicador importante, no es garantia de la actividad
terapéutica, existiendo, ademas, factores muy importantes como son las variaciones
ecoldgicas, por las cuales una misma especie puede presentar concentraciones diferentes
de los mismos principios activos, debido a que el metabolismo secundario de los
vegetales superiores es responsable de la sintesis de sustancias quimicas, con poca
accion, del propio vegetal, aunque orientadas por las caracteristicas genéticas de las
plantas. Asimismo, la sintesis quimica de estas sustancias, es controlada por factores del
ecosistema (luz, calor, temperatura, humedad y suelo), siendo importante, reconocer que
muchas veces no es posible encontrar la misma proporcion relativa de esos

constituyentes en las mismas especies recogidas en épocas y lugares diferentes (1)

Asimismo, es necesario comprobar el potencial de toxicidad de una planta para su
posible aceptacion como medicamento, ademas de garantizar su efecto especifico,
evaluando la relacién riesgo/beneficio, en la especie humana, siguiendo las normas
éticas. La experimentacién animal debe preceder a la evaluacion de la planta medicinal
en la especie humana, aunque éste sea el objetivo final de la validacion. En cuanto a la
especie humana, es preciso considerar la susceptibilidad individual a los farmacos, la
reaccion a los placebos y a la capacidad de autosugestion, para que puedan ser
debidamente evaluados los efectos de una planta medicinal utilizada como
medicamento. Asociando estas variables a las enfermedades, de intensidades diferentes,
o de causas diferentes, es facil imaginar que el tratamiento humano con una planta, sin
control de calidad y sin la determinacidn de su actividad farmacoldgica, puede llevar a

cualquier resultado ineficaz o hasta toxico. (2)



Las plantas medicinales han sido utilizadas desde tiempos remotos como nuevos
agentes terapéuticos y sus usos han sido transmitidos de generacién en generacion, bien
en forma oral o escrita, hasta nuestro dias y es esto lo que se conoce como la "practica
terapéutica tradicional o conocimiento etnobotanico”, el empleo de extractos o
principios activos de las plantas, la cual ha sido importante en el cuidado de la salud de

la poblacion en el primer nivel de atencién. (38)

La utilizacién de las plantas medicinales ha estado asociado a las practicas médico-
religiosas, a la charlataneria y al fraude, lo que ha ocasionado que en muchos casos se

sobrevaloren y se les asignen una multitud de propiedades. (39)

Tanto los paises desarrollados como los que se encuentran en vias de desarrollo han
aumentado la utilizacion de las plantas medicinales o productos derivados de éstas, si
bien las causas son diferentes. Los primeros principalmente por tratarse de una moda y
los segundos por necesidad. Tanto en unos como en otros se ha presentado el uso
abusivo, lo que ha traido consigo un aumento, en la actualidad, en el interés cientifico y
en la comprobacidn cientifica de las propiedades atribuidas a las plantas medicinales.
(38)

La Fitoterapia constituye el eslabén esencial como coadyudante en el control de
muchas patologias cronicas entre ellas la diabetes. Los primeros testimonios que se
conocen sobre el tratamiento de la diabetes se refieren al uso de la plantas. El papiro de
Ebers (1550 a.C) recomendaba el uso de una dieta rica en fibra y ocre. Otras
civilizaciones han preconizado multitud de plantas para el tratamiento de la diabetes. La
mayor parte de estos remedios han desaparecido en los paises occidentales desde la
llegada de la insulina, pero en los paises subdesarrollados siguen constituyendo la base

fundamental del tratamiento de la diabetes. (40)

Sin embargo, en los Ultimos afios, se ha observado un nuevo interés hacia las plantas
medicinales como dignas de ser investigadas ya que muchas de las medicinas
tradicionales de pueblos primitivos han demostrado tener un fundamento cientifico al
contener principios activos susceptibles de ser aislados y, posteriormente modificados
por los quimicos médicos. Ademas, los medicamentos hoy disponibles para el

tratamiento de la diabetes, en particular las sulfonilureas, la metformina o las glitazonas



no son capaces de restablecer la normalidad de la homeostasis de la glucosa y aunque
compensan parcialmente las alteraciones metabdlicas de la diabetes, no corrigen las
lesiones bioquimicas subyacentes. Incluso el tratamiento insulinico no restaura
completamente la homeostasis de la glucosa en los pacientes con diabetes de tipo | y sin
contar que las sobredosis de insulina pueden incrementar el riesgo de aterogenesis y de

episodios de hipoglucemia (41)

Aunque es dificil que se encuentre entre las plantas un sustituto de la insulina que sea
activo por via oral, si es posible que se encuentren moléculas que estimulen la
biosintesis y la secrecion de la insulina endoégena. En los ultimos afios, estamos
asistiendo a un importante desarrollo de la investigacion fitoterapedtica de las plantas
chinas. Muchas de estas plantas, utilizadas durante milenios, esta empezando a desvelar
los principios activos responsables de su accion, y estos principios estan siendo
caracterizados y estudiados farmacoldgica y clinicamente (40)

Mas de 400 plantas y extractos de plantas han sido descritos como beneficiosos para el
paciente diabético. Aungue en la mayor parte de los casos, los efectos hipoglucemiantes
son anecdoticos y otros muchos casos no se ha investigado cientificamente el potencial
terapéutico de las mismas, quedan algunos casos en los que, efectivamente, se ha
comprobado un efecto real. Por lo tanto, se pueden dividir las plantas supuestamente
antidiabéticas en tres grupos: (42)

« Plantas conocidas como hipoglucemiantes en las que se ha caracterizado un

componente o una fraccién con actividad demostrada (43)

« Plantas que han sido descritas como antidiabéticas pero de las que no se conoce

la naturaleza del principio activo (44)

e Plantas supuestamente hipoglucemiantes cuya actividad no ha podido ser

establecida de un modo inequivoco (45)

En América del Norte se ha recomendado un extracto de Ruta graveolens para el
tratamiento de la diabetes, pero su eficacia no ha sido confirmada. La R. graveolens
se afiade en pequefias cantidades a bebidas y alimentos como condimento, pero su

uso en grandes cantidades es irritante para la piel y abortivo, por lo que no se



recomienda a mujeres embarazadas. La R. graveolens contiene grandes cantidades
de rutina, un principio actico beneficioso para los pacientes con desordenes
cardiovasculares ademas de diabetes. En América de Norte también se utiliza el té
de estragdn (Artemisia dracunculus) que también contiene elevadas proporciones de

rutina.

En Europa, las infusiones de lengua de pajaro (Polygonum aviculare) y otras hierbas
de la misma familia han sido descritas como hipoglucemiantes, pero no se han
obtenido hasta ahora pruebas de su actividad. El té de Xiaoke, una infusion muy
popular en China ha mostrado reducir los niveles de glucosa en animales con

diabetes inducida por estreptozotocina, pero no en otros modelos animales.

Otras plantas que tradicionalmente han sido empleadas en la diabetes pero con las
gue no se han observado efecto apreciables en pruebas de laboratorio incluyen el
anacardo (Anacardium ocidentale), el diente de le6n (Taraxacum officinale), el
sambuco (Sambucus niger), la salvia (Salvia officinale) o el regaliz (Glycyrhizza
glabra). Sin embargo, la ausencia de efectos hipoglucemiantes en un modelo de

diabetes no excluye que puedan ser activos en otro modelo

Todas las investigaciones van dirigidas a mejorar la terapia del diabético ya que la
diabetes mellitus representa un problema de Salud Publica Mundial y es considerada
como una de las enfermedades cronicas con persistencia permanente, con
caracteristicas de epidemia. La OMS estima que en el mundo hay mas de 220
millones de personas con diabetes, guarismo que muy probablemente, de no mediar
intervencion alguna, para 2030 se habrd més que duplicado. Casi el 80% de las
muertes por diabetes se producen en paises de ingresos bajos 0 medios. Asi mismo,
estas investigaciones le asignan a nuestro pais, entre el 5.1% y 6%, para la
prevalencia de diabetes mellitus en adultos. Segln Lassus, el mercado farmacéutico
mundial estima un volumen de ventas de medicamentos de US$ 435,580 millones,
de los cuales solamente EE.UU, Japén y Alemania acumularén el 80% del mercado
mundial de venta de genéricos, y el restante sera distribuido y consumido en el resto
de paises del planeta. Lo que hace indispensable la busqueda de medicamentos

eficaces, con bajo riesgo y al alcance de la gran mayoria. (26)



Seguln la Fundacion Ecuatoriana contra la Diabetes el numero de personas diabéticas
en el Ecuador suman ya unas 700.000, aproximadamente. Por tal motivo el 27 de
octubre del 2007 las organizaciones cientificas, el Ministerio de Salud, y pacientes
presentaron un proyecto que impulse la prevencion y elementos de autocontrol para
un tratamiento adecuado, se espera que se ponga en marcha este cuerpo legal en el

congreso nacional (24)

Segun el Ministerio de Salud Publica, la diabetes es la tercera causa de muerte en el
pais. “El diabético no controlado se expone a muchas complicaciones”. La
retinopatia diabética, que llega a causar ceguera; la neuropatia diabética, que
aumenta el riesgo de Ulceras en los pies; la insuficiencia renal y cardiopatias son las

principales amenazas que rondan a los diabéticos. (25)

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica que afecta a adultos, jovenes y
nifios y comprende una serie de trastornos metabolicos que comparten la
caracteristica comun de la hiperglucemia, por la progresiva incapacidad de las
células para utilizar la glucosa, o la incapacidad del pancreas para segregar la
hormona insulina requerida. Existen 2 tipos de diabetes mellitus: 1 y Il. Se
desconoce la causa exacta de esta enfermedad; sin embargo, como en muchas otras
enfermedades, dos factores son muy importantes y tienen funciones criticas: el
genético y el ambiental. Asimismo, durante el estrés hay mayor secrecion de 4
hormonas que influyen sobre el metabolismo de los carbohidratos: los
glucocorticoides y las hormonas tiroideas, que tienden a elevar la glicemia, y el
glucagon y las catecolaminas, que estimulan la formacion de glucosa hepatica a
partir de glucdgeno, aminoacidos y lactato, disminuyendo la aceptacion de glucosa
por los tejidos. La diabetes es una enfermedad multifactorial, producida por una
combinacién de factores genéticos y no genéticos, y que influye negativamente
sobre la calidad de vida de las personas que la sufren. En nuestro pais, y en todo el
mundo, se asocia a una modificacion en el estilo de vida, que lleva un cambio
implicito en la alimentacion del individuo y una disminucion de la actividad fisica
cotidiana; en este contexto, es importante resolver y definir el camino a seguir con
nuestro propio estilo de vida, adaptandonos a los cambios inherentes a la

globalizacion que exige competitividad, conocimiento y creatividad, sin perder



nuestra identidad y conservando nuestra salud. Las plantas medicinales con
actividad antidiabética, pueden constituir una fuente importante de nuevos
compuestos orales hipoglucemiantes, ya sea como compuestos de primera linea, en
el tratamiento de la diabetes, o como coadyuvantes de las terapias existentes. Para
ello es muy importante, validar cientificamente la efectividad y la seguridad. (3) Es
por ello que aprovechando el conocimiento etnobotanico ancestral de las personas
del oriente Ecuatoriano donde utilizan las partes aéreas de la planta denominada
vulgarmente como Insulina (Justicia chlorostachya) para el tratamiento de la
diabetes.



CAPITULO I

1.- MARCO TEORICO

1.1. DIABETES

1.1.1. INTRODUCCION

La diabetes es un desorden del metabolismo, el proceso que convierte el alimento
que ingerimos en energia. La insulina es el factor mas importante en este proceso.
Durante la digestion se descomponen los alimentos para crear glucosa, la mayor
fuente de combustible para el cuerpo. Esta glucosa pasa a la sangre, donde la
insulina le permite entrar en las células. (La insulina es una hormona segregada por
el pancreas, una glandula grande que se encuentra detras del estmago). En personas

con diabetes, una de dos componentes de este sistema falla (4):
« EIl pancreas no produce, o produce poca insulina (Tipo I)
o Las células del cuerpo no responden a la insulina que se produce (Tipo II).

Los nuevos criterios para su diagnostico y clasificacion fueron desarrollados casi
simultdneamente por un comité de expertos de la Asociacion Americana de Diabetes
(ADA) y por un comité asesor de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Su
clasificacion se basa fundamentalmente en la etiologia y caracteristicas
fisiopatoldgicas, pero adicionalmente describe la etapa de su historia natural en la
que se encuentra el paciente diabético. Es una enfermedad progresiva dual,
caracterizada en primer lugar por resistencia a la insulina, pero también por una falla

progresiva de la funcion de las células B de los islotes pancreaticos. (27)

Existen alrededor de 15 millones de personas con DM (Diabetes Mellitus) en
Latinoamérica y se estima que esa cifra llegard a 20 millones en los préximos 10
afios, mucho mas de lo esperado por el simple incremento poblacional. Dicho
comportamiento probablemente se deba a varios factores, entre los cuales destacan

la raza, el cambio en los habitos de vida y el envejecimiento de la poblacién. La



mayoria de la poblacion latinoamericana es mestiza, aunque hay algunos paises
como Guatemala, Ecuador, Peru y Bolivia, donde méas del 40% de sus habitantes
son indigenas. Estudios en comunidades nativas americanas han demostrado una
alta propension al desarrollo de DM y otros problemas relacionados con la
resistencia a la insulina, que se manifiesta con el cambio de los habitos de vida, que
estd ocurriendo de manera progresiva. Se estima que entre un 20 y 40% de la
poblacion centroamericana y andina todavia vive en condiciones rurales, pero su
acelerada migracion urbana probablemente esta influyendo sobre la incidencia de la
DM. La prevalencia de la enfermedad en zonas urbanas oscila entre un 7% y 8%,

mientras que en las zonas rurales es de 1% a 2%. (28)

El aumento de la expectativa de vida tambien contribuye con el aumento de la DM.
En la mayoria de los paises latinoamericanos la tasa anual de crecimiento de la
poblacion mayor de 60 afios es del 3% al 4%. La prevalencia de DM2 en menores
de 30 afios es menor del 5%, mientras que en mayores de 60 afios sube a méas del
20%. Por otro lado, la altura parece ser un factor protector, ya que la prevalencia de
DM2 en poblaciones ubicadas a mas de 3.000 m sobre el nivel del mar, tienen
proporcionalmente una prevalencia que es casi la mitad de la encontrada en
poblaciones similares, pero ubicadas a menor altura. Otro factor que influye es que
la DM2 se diagnostica tardiamente: alrededor de un 30% a 50% de las personas
diabéticas desconocen su enfermedad por meses o afios y en zonas rurales puede
llegar hasta un 100% de los afectados. Los estudios econémicos han demostrado que
el mayor gasto en atencién médica del paciente diabético se da en hospitalizaciones
y el mismo se duplica cuando el paciente tiene complicaciones micro o
macrovasculares e incluso es cinco veces mas alto cuando tiene ambas. La mayoria
de las causas de hospitalizacion en el diabético se pueden prevenir o por lo menos
retardar con una buena educacion y un adecuado programa de reconocimiento
temprano de las complicaciones. La principal causa de muerte de la persona con
DM2 es cardiovascular y prevenirla implica un manejo integral de todos sus factores
de riesgo. Todos ellos, exceptuando el habito de fumar, son méas frecuentes en los
diabéticos y su impacto sobre la enfermedad cardiovascular también es mayor. (27)



1.1.2. DEFINICIONES GENERALES

DIABETES: La diabetes es una enfermedad crénica que aparece cuando el
pancreas no produce insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza
eficazmente la insulina que produce. La insulina es una hormona que regula el
azucar en la sangre. El efecto de la diabetes no controlada es la hiperglucemia
(aumento del azucar en la sangre), que con el tiempo dafia gravemente muchos

drganos y sistemas, especialmente los nervios y los vasos sanguineos. (16)

GLICEMIA: La glicemia se define como el valor de los niveles de glucosa

presentes en un litro de sangre. La glucosa que se mide proviene de los alimentos
que son ingeridos por el propio organismo, particularmente los carbohidratos. Este
nivel de glucosa o glicemia es nivelada por varias hormonas, pero sin duda la
principal es la insulina secretada por el pancreas. La glucosa es trascendental para
el desarrollo de las funciones del organismo, pues es una de las fuentes energéticas
mas importantes. El cerebro y los glébulos rojos, por ejemplo, dependen totalmente
de la glicemia para poder cumplir efectivamente sus roles en el cuerpo. (29)

HIPERGLICEMIA. Por su parte es la alta presencia de glucosa en la sangre y

también es un factor influyente en las personas que tiene diabetes y debera
mantenerse controlada. Algunos sintomas incluyen aumento de sed, de hambre,

respiracion acelerada, ndusea o vomito, vision borrosa y resequedad de la boca (28)

HIPOGLICEMIA: es baja presencia de glucosa en la sangre y un factor esencial

en las personas con diabetes. Algunos de los indicios de la hipoglucemia son:
temblores, mareos, sudoraciones, dolores de cabeza, palidez, cambios repentinos en

estados de &nimo, entre otros.

PANCREAS: El pancreas es la glandula abdominal y se localiza detras del

estdmago; este posee jugo que contribuye a la digestidn, y que produce también una
secrecion hormonal interna (insulina). La mayor parte del pancreas estd formado
por tejido exocrino que libera enzimas en el duodeno. Hay grupos de ceélulas
endocrinas, denominados islotes de Langerhans, distribuidos por todo el tejido que
secretan insulina y glucagon. La insulina actla sobre el metabolismo de los hidratos

de carbono, proteinas y grasas, aumentando la tasa de utilizacion de la glucosa y



favoreciendo la formacion de proteinas y el almacenamiento de grasas. EI glucagon
aumenta de forma transitoria los niveles de azlcar en la sangre mediante la

liberacion de glucosa procedente del higado (29)

ISLOTES PANCREATICOS Y CELULAS BETA: Los islotes de Langerhans o

islotes pancreaticos son unos cumulos de células que se encargan de producir

hormonas como la insulina y el glucagon, con funcién netamente endocrina. Los
granulos insulingenos secretores de las células beta poseen un centro cristalino
electrodenso de forma irregular. Su contenido se separa de la membrana limitante
después de la fijacion. Su didmetro es similar al de los granulos de células alfa. La
insulina es sintetizada en el reticulo endoplasmico rugoso en forma de un
polipéptido llamado preproinsulina que se transforma en proinsulina, que posee la
misma actividad hormonal aunque no de la misma magnitud que la insulina. La
proinsulina se modifica en el aparato de Golgi y las vesiculas secretoras que salen
del complejo mencionado contienen la hormona insulina. La insulina es secretada
en reaccion a la hiperglucemia y también por algunas hormonas péptidas como
glucagon, colecistocinina-pancreocimina y secretina. Sus acciones principales son
estimular la captacion de glucosa en varios tipos de células, y disminuir el nivel de
glucosa sanguinea, al estimular la conversion de glucosa en glucdgeno en los

hepatocitos y miocitos, siempre que aumente dicho nivel. (15)

INSULINA: Dentro del pancreas, las células beta producen la hormona insulina.
Con cada comida, las células beta liberan insulina para ayudar al organismo a
utilizar o almacenar la glucosa sanguinea que obtienen de los alimentos. En las
personas que tienen diabetes tipo 1, el pancreas ya no fabrica méas insulina. Las
celulas beta han sido destruidas y la persona necesita inyectarse insulina para poder
utilizar la glucosa de los alimentos. Las personas con diabetes tipo 2 si producen
insulina, pero el organismo no responde adecuadamente a esa hormona. Algunas
personas con diabetes tipo 2 necesitan tomar medicamentos para la diabetes o
inyectarse insulina para ayudar a sus organismos a que utilicen la glucosa para
obtener energia. La insulina no puede administrarse en pastillas porque se destruiria
durante la digestion, al igual que las proteinas de los alimentos. La insulina debe

inyectarse en la grasa subcutanea para que penetre en la sangre. Existen muchas



clases de insulina para distintas situaciones y estilos de vida y, dentro de los
Estados Unidos, hay mas de 20 tipos de insulina disponibles. Esos tipos de insulina
difieren en la forma en que estan elaborados, la forma en que acttan dentro del
organismo Yy el precio. La insulina se fabrica en el laboratorio para que sea identica
a la insulina humana, o bien es de origen animal (porcino). La disponibilidad de la

insulina de origen animal en el futuro es incierta. (13)

1.1.3. TIPOS DE DIABETES

DIABETES DE TIPO 1: (también llamada insulinodependiente, juvenil o de

inicio en la infancia). Se caracteriza por una produccion deficiente de insulina y

requiere la administracion diaria de esta hormona. Se desconoce aun la causa de la
diabetes de tipo 1, y no se puede prevenir con el conocimiento actual. Sus sintomas
consisten, entre otros, en excrecion excesiva de orina (poliuria), sed (polidipsia),
hambre constante (polifagia), pérdida de peso, trastornos visuales y cansancio.

Estos sintomas pueden aparecer de forma subita. (2)

DIABETES DE TIPO 2: (también llamada no insulinodependiente o de inicio en

la edad adulta). Se debe a una utilizacion ineficaz de la insulina. Este tipo
representa el 90% de los casos mundiales y se debe en gran medida a un peso
corporal excesivo y a la inactividad fisica. Los sintomas pueden ser similares a los
de la diabetes de tipo 1, pero a menudo menos intensos. En consecuencia, la
enfermedad puede diagnosticarse solo cuando ya tiene varios afios de evolucion y
han aparecido complicaciones. Hasta hace poco, este tipo de diabetes sélo se

observaba en adultos, pero en la actualidad también se esta manifestando en nifios.

@)

DIABETES GESTACIONAL: Es un estado hiperglucémico que aparece 0 se

detecta por vez primera durante el embarazo. Sus sintomas son similares a los de la

diabetes de tipo 2, pero suele diagnosticarse mediante las pruebas prenatales, méas
que porque el paciente refiera sintomas. El deterioro de la tolerancia a la glucosa y

la alteracion de la glucemia en ayunas son estados de transicion entre la normalidad



y la diabetes, y quienes los sufren corren mayor riesgo de progresar hacia la

diabetes de tipo 2, aunque esto no es inevitable. (2)

1.1.4. POSIBLES COMPLICACIONES A LARGO PLAZO

El control de la diabetes requiere esfuerzo y disciplina a diario. Quizés, de vez en
cuando, el paciente se sienta incapaz de hacer frente a la situacion, y eso puede dar
lugar a que sufra una depresion. Saber como tratar con tales sentimientos y de qué
tipo de ayuda dispone es importante. El padecer diabetes desde hace afios provoca
dafios fisicos a los vasos sanguineos y nervios muchas de las veces irremediables.
Las complicaciones resultantes de estos dafios pueden afectar a 0jos, rifiones, pies 'y
corazon; ademas de poder sufrir otras complicaciones, como dificultades sexuales.
Se puede tomar medidas préacticas para reducir el riesgo de sufrir complicaciones :
por ejemplo, manteniendo los niveles de glucosa dentro de los rangos
recomendados, manteniendo un peso saludable, comiendo sano, haciendo ejercicio,
tomando la medicacidn, y acudiendo a revision y a otras citas médicas. Estar atento
a los sintomas de las complicaciones permitira detectar los problemas precozmente
y, si se desarrollan complicaciones, es de utilidad que se sepa qué tratamientos

dispone y que le depara el futuro. (30)
1.1.4.1. DEPRESION

La depresion es frecuente entre las personas que padecen diabetes y esto se debe en
parte a la presion constante de controlar la enfermedad y, en parte, debido a la
amenaza, actual o futura, de complicaciones a largo plazo. Sentirse deprimido
puede hace que el paciente deje de cuidar de si mismo. Por ello es importante
reconocer los sintomas pronto y evitar que las cosas empeoren. Si el paciente se
siente deprimido, quizas le ayuden las asistencias socio psicologicas y la

medicacion antidepresiva. (30)

Aunque la depresion no es una complicacion directa de la diabetes, como si lo son
por ejemplo los problemas renales, la depresion es muy frecuente entre las personas
que padecen diabetes. Alrededor de una de cada cinco personas que padecen
diabetes sufre depresion. La depresion puede ser problemética si padece diabetes,



ya que al estar deprimido, se sentird frecuentemente cansado y desmotivado, y eso
puede hacer que no controle los niveles de glucosa en sangre con regularidad, que
no coma a las horas adecuadas o que no tome sus tabletas o insulina correctamente.

Si se estd muy deprimido quizas crea que no tiene sentido cuidar de si mismo. (2)
CAUSAS
Cuando padece diabetes el paciente puede sentirse deprimido porque (2):

¢ Se la acaban de diagnosticar y esta preocupado y asustado por efecto que pueda
tener la diabetes en su vida.

e Esta cansado de tener que tratar con su diabetes todos los dias

o Cree que la diabetes se le escapa de control porque sus acciones no parecen tener
efecto.

e Quizas deba realizar un gran cambio en su tratamiento por ejemplo de pasar de
tomar tabletas a inyectarse insulina.

e Le han dicho que tiene sintomas de las complicaciones a largo plazo.

o Sufre las complicaciones avanzadas de la diabetes.
PREVENCION Y TRATAMIENTO

Las actividades que eleven la autoestima pueden ayudar a prevenir la depresion.
Para algunas personas esto puede implicar el contacto social con amigos y
familiares, y para otros podria significar pasar tiempo solo dedicandose a una

aficion que lo disfrute, y aplique ayuda psicoldgica y terapéutica.(2)
1.1.4.2. PROBLEMAS OCULARES
RINOPATIA DIABETICA

La retinopatia diabética es una complicacién ocular de la diabetes que esta causada
por el deterioro de los vasos sanguineos que irrigan la retina. El dafio de los vasos
sanguineos de la retina puede tener como resultado que estos sufran una fuga de
fluido o sangre. Si la enfermedad avanza se forman nuevos vasos sanguineos y
prolifera el tejido fibroso en la retina, lo que tiene como consecuencia que la vision

se deteriore, pues la imagen enviada al cerebro se hace borrosa. (12)



Existen dos tipos o etapas de la retinopatia: no proliferativa o proliferativa.

o La retinopatia diabética no proliferativa se desarrolla primero. Los vasos
sanguineos en el ojo se vuelven mas grandes en ciertos puntos (llamados
microaneurismas). Los vasos sanguineos también pueden resultar blogueados.
Puede haber pequerias cantidades de sangrado (hemorragias retinianas) y se puede
escapar liquido hacia la retina, lo cual puede llevar a problemas notorios con la
vista. (31)

 La retinopatia proliferativa es la forma mas severa y avanzada de la enfermedad.
Empiezan a crecer nuevos vasos sanguineos dentro del ojo, los cuales son fragiles y
pueden sangrar (hemorragia). Se pueden presentar pequefias cicatrices, tanto en la
retina como en otras partes del ojo (el humor vitreo). El resultado final es la pérdida

de la vision al igual que otros problemas. (31)
CATARATAS

Las cataratas afectan diferentes partes del cristalino, en particular la zona nuclear, la
zona cortical y, menos frecuentemente, la regidn subcapsular. Se han descrito dos
tipos de cataratas en diabetes; metabdlicas (o en copo de nieve) y seniles. Las
primeras se producen en jovenes o incluso nifios que tengan hiperglucemias
extremas. Tienen forma de copo de nieve y comienzan en la region subcapsular del
cristalino. Las de tipo senil aparecen mas a menudo en el paciente de la tercera edad

y son similares a las de los no diabéticos. (32)

Muchos diabéticos experimentan también problemas transitorios de vision
(usualmente miopia), problemas relacionados con las alteraciones de los electrolitos
y fluidos debidos a un control inadecuado de la diabetes y que usualmente revierten

cuando mejora la situacion glucémica. (31)

Se han descrito varios mecanismos implicados en la formacion de cataratas. EI méas
aceptado concierne al metabolismo de los polioles ya que este tipo de alcoholes asi
como la enzima aldosa reductasa se acumulan en el tejido del cristalino. En las
cataratas producidas por diabetes experimentales en animales o por un exceso de

galactosa en la dieta, se observa la acumulacion de sorbitol y galactilol (el



polialcohol derivado de la galactosa) y este proceso puede ser inhibido por la
administracion de inhibidores de la aldosa reductasa (pero sélo durante la primera
fase de induccion de la cataratogénesis). Se ha sugerido que la acumulacién de estos
polialcoholes que son dificilmente transportables fuera de las células del cristalino)
podrian producir unas condiciones de hipertonia con un hinchamiento de las células
que distorsionaria las propiedades de conduccion de la luz de las mismas. La
evidencia de que los polioles intervengan en las cataratas de la diabetes en humanos
es mucho menos convincente. Aunque las concentraciones de sorbitol en el
cristalino de los sujetos con diabetes son mas elevadas que las de los sujetos
normales, no son suficientes como para causar efectos osmoticos significativos.
Ademas, los estudios clinicos realizados con el sorbinil, primer inhibidor de la
aldosa reductasa utilizado en el hombre, no mostraron ningun efecto preventivo o

terapéutico sobre las cataratas del diabético. (32)

Un mecanismo que explicaria mejor génesis de las cataratas del diabético podria ser
la glicacion no enzimatica de proteinas. Las proteinas del cristalino son de las
proteinas méas duraderas del organismo y no hay mecanismo celulares de renovacion
de las mismas. Con la edad, estas proteinas van formando agregados y estructuras de
alto peso molecular con lo que se modifican las propiedades de transmision de la
luz. La glicacion no enzimatica y el gradual oscurecimiento de las proteinas del
cristalino estan acelerados en la diabetes. En la diabetes experimental en la rata se
ha observado como el grado de hiperglucemia esta correlacionado con la glicacion
de los agregados proteicos del cristalino. En la diabetes humana también hay un
aumento de la glicacion de las proteinas del cristalino dos veces mayor que en los
controles no diabéticos. Es interesante destacar que los inhibidores de la aldosa
reductasa han mostrado disminuir la glicacion de las proteinas tal como indica la
reduccion de la pentosidina (un marcador de la glicacion proteica). De esta manera,
parece ser que la via metabdlica de los polioles esta conectada de alguna manera con

la glicacion no enzimatica. (12)

La glicacion no enzimatica puede ocasionar degeneracion del cristalino, bien por
entrecruzamiento de las proteinas transparentes de este, bien por generacion de

radicales libres. La importancia de estos dos mecanismos ha sido estudiada por
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Lyons y colaboradores habiendo observado que los productos de autorizacion se
mantienen al mismo nivel en diabéticos y no diabéticos, mientras que los
marcadores de la glicacion no enzimatica (pentosidina y fructosalisina) estan

aumentados con los diabéticos. (2)

1.1.43. PROBLEMAS RENALES

Los dafos renales que pueden darse si padece diabetes desde hace muchos afios, se
conoce con el nombre de nefropatia. Los sintomas rara vez aparecen hasta que el
dafio es extenso, asi que se utilizan andlisis de orina y de sangre para detectar los
problemas precozmente. Un buen control de los niveles de glucosa en sangre y de
la presion sanguinea pueden ayudar a evitar que la nefropatia progrese hasta una
etapa en la que se pierdan grandes cantidades de proteina en la orina, lo que seria
indicativo de dafios renales que pueden dar lugar a un fallo renal terminal y a la

necesidad de dialisis o de un trasplante de rifidn. (30)

La diabetes es una enfermedad que impide que el cuerpo use glucosa (azlcar) de
forma adecuada. Si la glucosa se queda en la sangre en lugar de metabolizarse,
puede provocar toxicidad. El dafio que el exceso de glucosa en sangre causa a las
nefronas se llama nefropatia diabética. Si se mantienen las concentraciones de
glucosa en la sangre, en su rango normal (60-110 mg/dL) se puede demorar o
prevenir la nefropatia diabética. Ademas otra definicion podria ser que la nefropatia
diabética es un trastorno o patologia del rifidén, incluyendo procesos inflamatorios,

degenerativos y esclerdéticos. (33)

Estadio I. No provoca sintomas. Existe hiperfiltracion glomerular y los analisis de
orina y creatinina son normales. Tampoco hay alteraciones histologicas Estadio I1I.
Aparece aproximadamente después de 5 afios de evolucion. Es silente. Mantiene
funcién renal normal y no hay pérdida de albumina. Alteraciones minimas en el
glomérulo como inicio de engrosamiento de membranas basales o ligero aumento
de la matriz mesangial. Estadio I11. Presencia de microalbuminuria (méas de 30 mg
de albumina en 24 horas o 20 mg/litro de orina). La creatinina en sangre es normal.
La hipertension arterial asociada puede empeorar la lesion renal. Expansion
mesangial y de las membranas basales. Estadio IV. Proteinuria persistente,

disminucién la funcion renal. Creatinina sérica en limites altos de lo normal o
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elevados (mayor o igual de 1.3 mg/dl en la mujer o varones de menos de 65 kg de
peso o0 mayor o igual 1.5 mg/dl en varones). Puede presentarse como sindrome
nefrotico. Histologia: glomerulosclerosis parcheada. Engrosamiento de membranas
basales. Expansion mesangial. Aparicion después de 15 afios del diagndstico. Se
asocia a retinopatia en mas del 75%, coronariopatia en mas del 45% y enfermedad
cerebro vascular en mas de 25% de los casos. Estadio V. Proteinuria. Creatinina
mayor de 200 pmol/litro o 2.2 mg/dl, Hipertension arterial. Glomerulosclerosis,
lesiones nodulares, fibrosis intersticial, atrofia tubular. Aparicion en general

después de 20 afios de evolucion (17)
PREVENCION DE LA NEFROPATIA DIABETICA

Todas las personas con diabetes deben someterse a un chequeo médico anual para
hacerse examinar la sangre y la orina en busqueda de signos de posibles problemas
renales. En lo posible, las personas con enfermedad renal deben evitar los medios
de contraste que contengan yodo, dado que éstos son eliminados a través de los
riflones y pueden empeorar la funcion renal. Ciertas pruebas imagenoldgicas usan
estos tipos de tintes 0 medios de contraste. En caso de que se tengan que usar, se
deben administrar liquidos a través de una vena durante varias horas antes del
examen, lo cual permite su rapida eliminacion del cuerpo. Los antinflamatorios no
esteroides (AINES) normalmente usados, incluyendo ibuprofeno, naproxeno e
inhibidores de COX-2 recetados como el celecoxib (Celebrex), pueden lesionar el
rindn debilitado. Siempre se debe hablar con el médico antes de usar cualquier

farmaco. (34)

1.1.44. PROBLEMAS DE LOS PIES

Cuando padece diabetes, los problemas de los pies pueden ser provocados por
dafios en los nervios de sus piernas (Neuropatia periférica) o por la reduccion del
flujo sanguineo que llega a sus pies (Isquemia Periférica). Si se sufre uno de estos
problemas o ambos, se tendra una mayor incidencia a padecer problemas asociados,
como Uulceras en los pies, pie de charcot, e infecciones graves como la gangrena.
(16)
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NEUROPATIA PERIFERICA E ISQUEMIA PERIFERICA

Es un problema con los nervios que llevan la informacién hasta y desde el cerebro y
la médula espinal al resto del cuerpo. Esto puede producir dolor, pérdida de la

sensibilidad y una incapacidad para controlar los musculos. (30)

La neuropatia periférica puede ser heredada o adquirida. Las causas de la
neuropatia periférica adquirida incluyen una lesion fisica (trauma) a un nervio en
nuestro caso el causado por el estrés glicosidico en la irrigacién nerviosa lo que
desensibiliza a la extremidad inferior especialmente, tumores, toxinas, respuestas
auto-inmunes, deficiencias nutritivas, alcoholismo o desérdenes vasculares o
metabdlicos. Las enfermedades sistémicas-trastornos que afectan al cuerpo entero-

frecuentemente causan neuropatia periférica. Estos trastornos pueden incluir: (16)

Trastornos metabdlicos y endocrinolégicos. Los tejidos nerviosos son muy
vulnerables al dafio causado por enfermedades que afectan la capacidad del cuerpo
para transformar materias nutritivas en energia, procesar desperdicios, o fabricar las
sustancias que componen los tejidos vivientes. La diabetes mellitus, que esta
caracterizada por niveles de glucosa crénicamente altos, es una de las causas
principales de neuropatia periférica en los Estados Unidos. Alrededor del 60 al 70
por ciento de las personas con diabetes padecen de formas entre suaves y severas de

dafo al sistema nervioso. (30)

Los trastornos del rifion pueden conducir a cantidades excesivamente altas de
sustancias toxicas en la sangre, provocando severos dafios a los tejidos nerviosos.
La mayoria de los pacientes que requieren dialisis como resultado de una falla de
los rifiones, desarrollan polineuropatia. Algunas enfermedades del higado también
causan neuropatias como resultado de fallas en el equilibrio de las sustancias

quimicas. (12)

Los desequilibrios hormonales pueden trastornar los procesos metabdlicos y causar
neuropatias. Por ejemplo, una produccién baja de hormonas tiroideas provoca

lentitud en el metabolismo, produciendo retencién de liquidos e hinchazon de los
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tejidos, los que pueden presionar los nervios periféricos. La sobreproduccion de la
hormona del crecimiento puede conllevar a la acromegalia, una condicién que se
caracteriza por el crecimiento anormal de algunas partes del esqueleto, incluyendo
las articulaciones. Los nervios que cursan junto a las articulaciones afectadas a

menudo quedan atrapados. (2)

El dafio vascular y las enfermedades de la sangre pueden disminuir el suministro
de oxigeno a los nervios periféricos, lo que rapidamente produce dafio grave o la
muerte de los tejidos nerviosos, en la misma forma en que la falta de oxigeno en el
cerebro puede causar un accidente vascular cerebral. La diabetes con frecuencia
conlleva a la constriccion de los vasos sanguineos. Varias formas de vasculitis
(inflamacién de los vasos sanguineos) con frecuencia causan endurecimiento y
engrosamiento de las paredes de los vasos sanguineos, los que desarrollan tejido
cicatrizal, disminuyendo su diametro e impidiendo el flujo de la sangre. Esta
categoria de dafio neuronal, en la cual se produce dafio en nervios aislados en
distintas areas, se llama mononeuropatia multiplex o mononeuropatia multifocal.
(35)

Los trastornos del tejido conectivo e inflamacion cronica pueden causar dafio
directo e indirecto al tejido conectivo. Cuando las capas multiples de tejido
protector que envuelven los nervios se inflaman, la inflamacién puede pasar
directamente a las fibras nerviosas. La inflamacion cronica también conlleva a la
destruccion progresiva del tejido conectivo, lo que hace que las fibras nerviosas se
hagan mas vulnerables a las heridas por compresion y a las infecciones. Las
articulaciones pueden inflamarse e hincharse, comprimiendo los nervios y causando

dolor aiin mas intenso.(35)

Las neuropatias hereditarias mas comunes son un grupo de trastornos a los que se
conoce como enfermedad Charcot-Marie-Tooth. Estas neuropatias son el resultado
de fallas en los genes responsables de la produccion de neuronas o de la cobertura
de mielina. Las caracteristicas de una tipica enfermedad de Charcot-Marie-Tooth
incluyen debilidad extrema y adelgazamiento de los musculos en las extremidades
inferiores y los pies, anormalidad en la marcha, pérdida de reflejos de los tendones

y entumecimiento de las extremidades inferiores. (30)
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1.1.45. PROBLEMAS CARDIOVASCULARES:

La diabetes estda muy ligada a una presion sanguinea alta y a la hiperlipemia, que
ademas de ser problemas cardiovasculares (del corazon y del sistema circulatorio)
en si mismas. También son importantes factores de riesgo para la aparicion de otros
problemas, como por ejemplo la enfermedad coronaria, la apoplejia, y la

enfermedad vascular periférica (30)
PRESION SANGUINEA ALTA

Cuando las arterias estan rigidas y son estrechas, la sangre se ve forzada a circular
por un espacio menor y a una mayor presién, en esto consiste la hipertension.
Como la hipertension es la causa principal de otras complicaciones propias de la
diabetes como los problemas oculares, renales, enfermedad coronaria, apoplejia y la
enfermedad vascular periférica. La prevencion y tratamiento de la hipertension
resulta esencial. La enfermedad cardiovascular es la principal causa de muerte en

las personas que padecen diabetes tipo 2. (30)
HIPERLIPEMIA

Se trata de un nivel anormalmente elevado de grasas en sangre, y esta es una de las
causas principales de la enfermedad coronaria, la apoplejia y la enfermedad arterial

periférica, es mas comun en personas con diabetes tipo 2. (17)
ENFERMEDAD CORONARIA

La enfermedad de las arterias coronarias (EAC) es el tipo mas comin de
enfermedad cardiaca. Es la principal causa de muerte entre los hombres y las
mujeres en los Estados Unidos. La EAC ocurre cuando las arterias que suministran
la sangre al musculo cardiaco se endurecen y se estrechan. Esto se debe a la
acumulacion de colesterol y otros materiales Ilamados placa en la capa interna de
las paredes de la arteria. Esta acumulacion se llama arterioesclerosis. A medida que
esta avanza, fluye menos sangre a través de las arterias. Como consecuencia, el
musculo cardiaco no puede recibir la sangre o el oxigeno que necesita. Eso puede

conducir a dolor en el pecho (angina) o a un infarto. La mayoria de los infartos
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ocurren cuando un coagulo subitamente interrumpe el suministro de sangre al
corazon, causando un dafio cardiaco permanente. Con el tiempo, la EAC también
puede debilitar el musculo cardiaco y contribuir a la presencia de insuficiencia
cardiaca y arritmias. Insuficiencia cardiaca significa que el corazén no puede
bombear la sangre adecuadamente al resto del cuerpo. Las arritmias son cambios en

el ritmo normal del corazon. (36)
APOPLEJIA

Una apoplejia es la muerte subita e instantanea de células cerebrales tras una
interrupcion de la circulacion de la sangre en el cerebro. Las apoplejias isquémicas
se producen normalmente cuando un coagulo de sangre obtura alguno de los vasos
sanguineos del cerebro, provocando un cese temporal o permanente del suministro
de oxigeno al cerebro. Es la forma mas comdn de apoplejia, ya que supone un 80%
de los casos. Las apoplejias hemorragicas suponen el 20% restante y se producen
por la ruptura de un vaso sanguineo en el cerebro, que provoca un derrame en el
tejido cerebral y deja sin oxigeno a algunas zonas del cerebro. Dependiendo del
area del cerebro afectada, una apoplejia puede provocar una paralisis en brazos,
piernas y musculos faciales, debilidad, pérdida de vision y de habla, inconsciencia o

incluso la muerte. (12)

ENFERMEDAD VASCULAR PERIFERICA

La enfermedad vascular periférica (EVP) consiste en un dafio u obstruccion en los
vasos sanguineos mas alejados del corazon: las arterias y venas periféricas. Las
arterias y venas periféricas transportan sangre hacia y desde los muasculos de los
brazos y las piernas y los 6rganos del abdomen. La EVP puede también afectar a las
arterias que llevan sangre a la cabeza. Cuando la EVP afecta s6lo a las arterias y no
a las venas, se denomina «enfermedad arterial periférica» (EAP). Los principales
tipos de EVP son los coadgulos sanguineos, la hinchazon (inflamacion) y el

estrechamiento y la obstruccion de los vasos sanguineos. (36)
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1.1.46. OTROS PROBLEMAS

LIPO HIPERTROFIA

La Lipohipertréfia se refiere a la piel dura y aterronada en los lugares de inyeccién

de la insulina. (17)
DISFUNSION ERECTIL

También conocida con el nombre de impotencia, es la incapacidad de conseguir o
mantener una ereccion con la que pueda producirse una relacion sexual. Este
problema afecta a uno de cada tres hombres que padecen diabetes, y se va haciendo
mas frecuente a mayor edad. (30)

NEUROPATIA AUTONOMA.

Es un grupo de sintomas que ocurren cuando hay dafio a los nervios que controlan
funciones corporales cotidianas como la presion arterial, la frecuencia cardiaca, la

evacuacion de los intestinos y de la vejiga y la digestion. (16)

1.1.5. MEJORAMIENTO DEL CONTROL DE LA DIABETES

A pesar de todos los avances en el tratamiento de la diabetes, la educacion del
paciente sobre su propia enfermedad sigue siendo la herramienta fundamental para
el control de la diabetes. La gente que sufre de diabetes, a diferencia aquellos con
muchos otros problemas médicos, no puede simplemente tomarse unas pastillas o
insulina por la mafana, y olvidarse de su condicion el resto del dia. Cualquier
diferencia en la dieta, el ejercicio, el nivel de estrés, u otros factores puede afectar
el a nivel de azlcar en la sangre. Por lo tanto, cuanto mejor conozcan los pacientes
los efectos de estos factores, mejor sera el control que puedan ganar sobre su
condicion. También es necesario que la gente sepa qué puede hacer para prevenir 0
reducir el riesgo de complicaciones de la diabetes. Por ejemplo, se estima que con
un cuidado correcto de los pies, se podria prescindir de un 75% de todas las
amputaciones en personas con diabetes. Aunque las clases de educacion sobre

diabetes proporcionan informacion general dtil, en el Diabetes and Hormone Center
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of the Pacific por lo que cada paciente deberia recibir una educacion a medida de

sus necesidades concretas. (4)

1.1.6. ESTRATEGIA NACIONAL

Se promueve mas atencion y cambio en estilos de vida. Con mas de 180 millones
de diabéticos, y previsiones de que esta cifra crecera a mas del doble dentro de las
préximas dos décadas, esta enfermedad es una de las mayores amenazas para la
salud publica de la poblacion mundial. La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) prevé que la prevalencia de la diabetes entre la poblacion adulta alcance un
6,4% para 2030, un 60% mas que en 1995.

La magnitud del problema requiere de grandes medidas poblacionales que logren
reducir los niveles de obesidad, asi como la inactividad fisica. En Ecuador no
existen cifras oficiales sobre la prevalencia de este padecimiento. Las que recoge el
Ministerio de Salud Publica (MSP) no son representativas, pues se limitan a los
ingresos por complicaciones relacionadas con la diabetes, en sus centros de salud.
En el departamento de Estadisticas del Teodoro Maldonado Carbo, por ejemplo,
solo llevan registro del numero de consultas que atienden los endocrin6logos, no
los clasifican por patologia. “La diabetes es la enfermedad mas frecuente en
endocrinologia”, afirma la Dra. Leonor Torresano, quien labora en el hospital.
Maria Fernanda Lépez, presidenta de la Asociacion Ecuatoriana de Diabetes,
lamenta que “pese a ser una de las principales causas de muerte en el pais (tercera),
no tenemos ayuda estatal”. En el sistema de salud publico, la diabetes esta
clasificada dentro del Grupo de Enfermedades Crdnicas no Transmisibles (ECNT),
junto con la hipertension, diabetes, insuficiencia renal, obesidad y dislipemias
(alteraciones de los niveles de grasa en la sangre). EI Programa de Enfermedades
Crdnicas no Transmisibles, del MSP, es el que traza los lineamientos contra este
mal. También recae bajo su competencia la prevencion de los factores de riesgo
para las enfermedades isquémicas del coraz6n, como mala alimentacion,
sedentarismo, tabaquismo y alcoholismo “En estos Ultimos afios hemos trabajado
sobre este nuevo problema de la salud puablica. Ahora pasamos a la
implementacion con una fase de capacitacion y educacion”, indica la Dra.

Margarita Rodriguez, responsable del Programa. La estrategia estd dirigida a
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“cambiar un poco la mentalidad de la poblacion, para mejorar lo que es
alimentacion, actividad fisica, dejar de fumar, ingerir alcohol”, explica. Pero no
esperan resultados inmediatos del plan preventivo. “No se veran en uno o dos afos,
sino en diez. Lo que si es inmediato es para quienes ya tienen diabetes. Para este
afio, solo en medicamentos ya vamos a hacer las primera adquisicion de casi un
millon”. Para el caso de personas sin seguro médico, el MSP esta coordinando su

gestion con un comité nacional para “poder cubrirlos de la manera mas eficiente”.

()
1.1.7. TERAPIA FARMACOLOGIA
Los hipoglucemiantes orales abarcan cuatro familias de drogas bien definidas:

+« Sulfonilureas

=

Biguanidas

=

Inhibidores de las o - glucosidasas

Tiazolidinedionas

=

1.1.7.1. SULFONILUREAS

El mecanismo de accién de estas drogas comprende efectos pancreaticos y
extrapancreatico. Los primeros incluyen un aumento de la estimulacion a las células
b del pancreas para la liberacién de insulina, este efecto se produce por un bloqueo
de la bomba K-ATPasa lo que se traduce en una despolarizacion prolongada de la
membrana celular, con el consiguiente ingreso del Ca*™" extracelular provocando la
liberacion de la insulina de los granulos secretorios hacia el torrente sanguineo. Al
comienzo del tratamiento los niveles de insulina en sangre se elevan y la glucemia
desciende, en tanto que con la administracion crénica de sulfonilureas, los valores
de insulina disminuyen hasta cifras pre-tratamiento, y se conservan valores
reducidos de glucosa en plasma, el mecanismo intimo de este proceso se desconoce
en la actualidad, pero se supone que se debe a un aumento de la sensibilidad de los
tejidos diana a la accion de la insulina, debido a la normalizacion de la glucemia y

al predominio de los efectos extrapancreaticos (13)
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Los efectos extrapancreaticos comprenden fundamentalmente un aumento de los
receptores de insulina en monocitos, eritrocitos y adipocitos; aumentan el efecto de
la insulina y el nimero de transportadores para dicha hormona, producen
inhibicion de la gluconeogénesis hepéatica y aumento del consumo de glucosa a
nivel periférico. La via de administracion es la oral. La absorcion de todas, excepto
glimepirida (2), se altera con la presencia de alimentos en el tubo digestivo por lo
cual se recomienda, para las de accién corta, la administracion de la droga 30
minutos antes de las comidas. Las sulfonilureas circulan unidas en forma variable
(70-99 %) a proteinas plasmaticas, principalmente la albimina. El metabolismo es
fundamentalmente hepético, excepto la cloropropamida que sé metaboliza

escasamente (menos del 1%); la excrecion es fundamentalmente renal. (13)

1.1.7.2. BIGUADINAS

Dentro de esta familia de farmacos, se encuentra los agentes fenformina, buformina
(ambas retiradas del mercado farmacéutico por sus graves efectos adversos) y
metformina®. El mecanismo de accién fundamental es la inhibicién de la
gluconeogénesis hepatica y el incremento de la glucdlisis anaerdbica, con la
consiguiente elevacion de alanina, glicerol y acido lactico. Otro mecanismo
implicado es la disminucion de la absorcion intestinal de glucosa. La metformina
se administra por via oral, se absorbe en el intestino delgado. Su V Y2 esde 1.3 - 4.5
horas. La droga no se une a las proteinas plasmaticas y se excreta sin cambios por
la orina. Dentro de los efectos adversos los mas frecuentes son de tipo
gastrointestinal (20 % de los pacientes), estos incluyen diarreas (30%), nauseas,
vomitos, anorexia y sabor metalico “%. El efecto adverso de mayor riesgo es la
acidosis lactica, que alcanza una mortalidad de hasta el 50 %>, con una incidencia
menor al 0,1/1000 pacientes/afio. Las principales interacciones farmacologicas se
presentan con la cimetidina y con el alcohol. En el primer caso se produce una
competencia con la excrecion renal, por lo que aumenta la concentracion de
metformina y debe ajustarse la dosis. En el segundo caso se potencia el efecto

hiperlactacidémico por lo cual debe evitarse la administracion conjunta. (14)

Su principal indicacién la constituyen los pacientes con DMNID y obesidad, que no

responden a la dieta ni al ejercicio fisico’. Se las puede utilizar sola o combinada
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con sulfonilureas o insulina. Las contraindicaciones son similares a las de las
sulfonilureas, pero se agregan enfermedad cardiovascular grave, ulcera Gastro

Duodenal, deficiencia de Vitamina B 12, hierro y &cido folico. (13)

1.1.7.3. INHIBIDORES DE LA a-GLICOSIDADSA

Dentro de este grupo se encuentran el miglitol y la acarbosa. EI mecanismo de
accion fundamental es la inhibicion reversible y competitiva de las a - glucosidasas
en el borde en cepillo de la mucosa intestinal, produciendo el retraso en la
absorcién de los hidratos de carbono complejos, con la consiguiente reduccion del
pico maximo de glucemia postprandial. Su utilizacion es mas eficaz cuando se
realiza conjuntamente a una dieta rica en fibras y reducido en glucosa y sacarosa.
Los efectos adversos mas frecuentes incluyen malabsorcion, flatulencia,
meteorismo (21-32%), cuando se administra como monodroga no se presenta
hipoglucemia. Constituyen contraindicaciones para su utilizacion las enfermedades
intestinales cronicas, el embarazo, lactancia, cirrosis hepatica, insuficiencia renal
con niveles de creatinina superiores a 2 mg/dl.  Su principal indicacion la
constituyen pacientes con DMNID con valores de glucemia basales entre 140-180
mg/dl y glucemias postprandiales elevadas (entre 180-250 mg/dl), o aquellos casos

en que exista contraindicacion para el uso de sulfonilureas o metformina. (15)

1.1.7.4. TIAZOLIDINEDIONAS

Dentro de este grupo se encuentran la troglitazona, la pioglitazona y la ciglitazona,
la primera fue retirada del mercado por sus efectos hepatotoxicos. EI mecanismo de
accion de estos farmacos se lleva a cabo mediante la union al subtipo g del receptor
nuclear de proliferacion activado por peroxisomas (PPARQ), produciendo de esta
manera un aumento en la transcripcion de genes de las enzimas que normalmente
son inducidas por la insulina, esta accion se lleva acabo fundamentalmente en el
tejido muscular y graso, todo esto se traduce en un aumento de la utilizacion
periférica de glucosa. Otro mecanismo descripto es la inhibicion de la

gluconeogénesis hepatica. (16)
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La via de administracion es oral, circulan unidas a proteinas principalmente (99 %)
albumina plasmatica y se metabolizan por conjugacion en sulfoconjugados, acido
glucurdnico y quinonas. Se excreta fundamentalmente por via biliar, por lo cual no
se altera con la insuficiencia renal. Se asocia la troglitazona con dafio hepatocelular
leve en un 2%, otros efectos adversos son las molestias gastrointestinales,
reduccion ligera de los niveles de hemoglobina, cardiomegalia sin hipertrofia del
ventriculo izquierdo. Su principal indicacién son los pacientes con DMNID con
predominio de resistencia a la insulina, especialmente cuando existe intolerancia o

contraindicacion para el uso de metformina. (17)

1.1.75. ACARBOSA (GLUCOBAY DE 50 mg BAYER)

La acarbosa es una pseudotetramaltosa de origen microbiano utilizada en la
diabetes para retrasar la absorcion de los hidratos de carbono y evitar los picos post-

pradiales de glucosa. (48)

El mecanismo de accion de la acarbosa se basa en la inhibicion de las enzimas
presentes en la membrana mucosa del intestino delgado (alfa-glucosidasas)
implicadas en la degradacién de los disacaridos, oligosacarido y polisacaridos de
los alimentos. Esto lleva al retraso de la digestion de los carbohidratos siempre en
funcién de la dosis. En consecuencia, la glucosa procedente de estos carbohidratos
se libera con mayor lentitud y pasa a la sangre mas lentamente. De esta forma la
acarbosa disminuye o inhibe el aumento de la glucemia y de la insulina enddgena
después de las comidas. Gracias a la absorcion retardada del aztcar disminuyen las
fluctuaciones de la glucemia y las glucemias medias disminuyen a lo largo del dia.
(49)

Farmacocinética: tras la administracion oral de 200 mg en voluntarios,
aproximadamente un 2% de la dosis administrada se absorbe de forma inalterada en
el tracto gastrointestinal, sin que ello produzca ningun efecto sistémico. Los
productos de degradacion absorbidos, después de la degradacion enzimatica por las
enzimas digestivas y las bacterias intestinales, constituyen globalmente el 35% de

la dosis administrada. Tanto la acarbosa como sus productos de degradacion
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absorbidos se eliminan rapida y completamente por los rifiones. Al cabo de 96

horas se recuperan un 51 % de la dosis administrada, en las heces. (50)

Posologia: Los comprimidos deben ingerirse con poca cantidad de agua
inmediatamente antes de las comidas o con el primer bocado de éstas. Esquema
terapéutico aconsejado: En el inicio, 1 comprimido de 50 mg con el primer bocado
del desayuno, almuerzo y cena o 1/2 comprimido de 100 mg con el primer bocado
del desayuno, almuerzo y cena. Dosis méxima: 2 comprimidos de Glucobay de 50
mg antes del desayuno, almuerzo y cena, o 1 comprimido de 100 mg con el primer
bocado del desayuno, almuerzo y cena. Ocasionalmente, puede ser necesario
incrementar la dosis hasta 2 comprimidos de 100 mg, 3 veces al dia. La dosis se
puede aumentar al cabo de 4-8 semanas si el paciente muestra una respuesta clinica
insuficiente en la Gltima fase del tratamiento. Si, pese a cumplir rigurosamente la
dieta, aparecen sintomas molestos, no debe incrementarse mas la posologia sino, en
todo caso, reducirse. La dosis media es de 300 mg de acarbosa al dia (corresponde a
3 por 2 comprimidos de 50 mg de acarbosa al dia 0 3 por 1 comprimido de 100 mg
de acarbosa al dia). (51)
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FIGURA N° 1 Acarbosa
FUENTE: http://bvs.sld.cu/revistas/end/vol12_1 01/f0406101.gif)

1.1.8. BIOMODELOS DE INDUCCION A LA HIPERGLICEMIA
TEMPORAL Y PERMANENTE

Se sabe que los modelos animales utilizados en las investigaciones sobre la diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), ayudan al estudio de los mecanismos patogénicos que

conducen a la presentacion de esta enfermedad, acompafiada de severa o moderada
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hiperglucemia, intolerancia a la glucosa y otras alteraciones metabolicas
relacionadas con la misma, y dan la oportunidad de explorar nuevos tratamientos y
formas de prevenir estos cuadros. Estos biomodelos contribuyen al estudio de los
mecanismos que originan esa afeccion y son de gran utilidad para los
investigadores de esta rama de la Endocrinologia, aunque no constituyan un reflejo

exacto de esta enfermedad en el hombre. (37)
ADMINISTRACION DE SUSTANCIAS QUIMICAS

La administracién de estreptozotocina (STZ) o alloxan, en altas dosis, induce
severa insulinodeficiencia y hasta cetosis, mientras que las bajas dosis causan una
parcial reduccion de la masa de células i, lo cual puede aprovecharse para producir
un estado diabético sin tendencia a la cetosis. La STZ es preferida por su mayor
accion citotoxica, pero la sensibilidad varia segun la especie animal, la linea, el
sexo, la edad y el estado nutricional.21 En los recién nacidos, ambas sustancias
pueden ser inyectadas alternativamente. Cuando se administran durante la primera
semana de vida, provocan la enfermedad tardiamente. Si la STZ es inoculada por
via intravenosa (100 mg/kg) el primer dia del nacimiento, las células 3 se destruyen
aunque aproximadamente la mitad se regenera gradualmente. En relacién con los
métodos quirurgicos, la pancreatectomia parcial puede provocar un estado de
diabetes hipoinsulinémica. Se debe extirpar aproximadamente el 90 % de la

glandula para lograr un incremento estable y moderado de la glucemia. (37)
LESIONES EN EL HIPOTALAMO VENTRO MEDIAL

La administracion de electrolitos en la zona ventro medial hipotalamica causa
lesiones que provocan hiperfagia, hiperinsulinemia y obesidad. Tras un periodo
inicial de sensibilidad al aumento de la insulina, se desarrolla el estado de
resistencia, especialmente al nivel muscular.23 Cuando se administran en el nlcleo
paraventral inducen hiperfagia, obesidad y, algunas veces, intolerancia moderada a

la glucosa.
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ALTERACIONES DIETETICAS

El consumo de alimentos enriquecidos con grasas saturadas o azucares simples,
como la sacarosa, puede acrecentar la concentracion de insulina y aumentar su
deposicion en el tejido adiposo lo que reduce la sensibilidad a la insulina y la
intolerancia a la glucosa en los tejidos. La aparicion de la diabetes evidente requiere
de una susceptibilidad genética, presente en los roedores desérticos ADAPTADOS
y en las ratas diabéticas Cohen. En los neonatos tratados con STZ o en los que se
han producido lesiones en el hipotadlamo, al ser alimentados con dietas de alto

contenido en grasas se realzan los rasgos diabéticos. (37)
SOBRECARGA DE SACAROSA

Esta prueba trata de medir la capacidad de nuestro organismo para metabolizar la
sacarosa un disacarido constituido de d-fructosa y d-glucosa, y con ello evaluar dos
parametros conjuntos: el primero la capacidad de intervencion antagonista a nivel
de absorcién intestinal al competir por el sitio activo de enzimas digestivas de
carbohidratos como lo es la a-amilasa que permite desdoblar carbohidratos
complejos hasta su forma asimilable como monosacaridos, y segundo evaluar la
capacidad de permanencia de glucosa en sangre la cual puede estar determinada por
diversos parametros metabolicos uno de los mas importantes es su paso al interior

de las células somaticas para convertirse en la principal fuente de energia. (37)

1.2. INSULINA VEGETAL

(Justicia chlorostachya)

FOTOGRAFIA N°1 Inflorescencia de Justicia chlorostachya
FUENTE: Pazmifio C.
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1.2.1. HISTORIA DE LA INSULINA VEGETAL

Planta nativa del oriente ecuatoriano, utilizada cominmente para tratar desordenes

glicémicos en pacientes con diabetes su descripcion botanica es la siguiente:
Nombre vulgar: INSULINA
Nombre cientifico: Justicia chlorostachya Leonard
Familia: Acanthaceae
Parte usada: Partes aéreas, hojas y tallos. Con usos hipoglucemiantes.
1.2.2. USOS ETNOBOTANICOS ANCESTRALES

Usos etnobotanicas de plantas del genero Justicia. EI género Justicia que también
es identificado como Jacobinia, incluye a plantas perennes nativas de América
tropical de hojas verdes ovaladas, con los nervios bien marcados y con flores
tubulares rosas, naranjas o rojo palido. Pertenece a la familia Acanthaceae con mas

de 600 especies reconocidas.

Esta planta ya se utilizaba desde tiempos prehispanicos para problemas
relacionados con el flujo menstrual, disenteria, contra la sarna y como estimulante;
en la actualidad, tiene un uso ritual en comunidades indigenas de la huasteca que
consiste en bafiar con al agua macerada de la planta a un nifio recién nacido cuando
cumple siete dias; los demas asistentes también deben realizarlo. A esta ceremonia

se le conoce como “bafio de los siete dias”. (21)

Probablemente sea relacionado al uso que se le da a la planta de purificador de la
sangre. Recordemos que la Medicina indigena se ocupa no solo de los
padecimientos fisicos sino ademas de los espirituales, que en nuestra época, tiene
mucho que ver con todos los padecimientos ahora ya comunes con que vivimos dia
a dia. El principal uso que le damos en Microdosis es para la anemia y para

fortalecer al sistema inmunoldgico. (23)
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1.2.3. CUIDADOS Y CULTIVO:

CUIDADOS

Mucha luz filtrada o a pleno sol, pero protegida del sol mas intenso. Temperatura
ambiental normal con un periodo de reposo de 13° C a partir del final de la
floracion hasta que aparezca la nueva vegetacion. Mantenga el sustrato humedo
pero sin saturarlo en la época de crecimiento. Riegue menos el periodo de reposo.
Si se supera los 13° C, coloque la maceta en una bandeja con piedras mojadas para
conservar la humedad. Aplique un fertilizante liquido normal cada 2 semanas a la
planta en crecimiento activo. Conservacion: Corte las yemas terminales con
regularidad para que la planta siga arbustiva. Sustitdyala por un esqueje arraigado

cuando se disperse, por lo general después de 2 afios. (22)
CULTIVO

En paises con las cuatro estaciones en primavera mediante estaca miento de los

tallos.

1.2.4. COMPOSICION QUIMICA Y ACTIVIDAD FARMACOLOGIA
DEL GENERO Justicia:

El género Justicia ha sido objeto de una considerable preocupacion por los
quimicos. Entre los constituyentes mas importantes se ha identificado la presencia
de lignanos y saponinas con posibles efectos inhibidores de la fertilidad en las
mujeres. El naphthalide lignano se ha asociado con actividad antidepresiva y
antiarritmica. En algunas especies se han aislado varias aminas aromaticas,
kaempferol, esteroles, acido salicilico y alcohol alifatico. Los estudios quimicos del
género Justicia son todavia incipientes en relacion con su uso como alucinogeno;
algun trabajo ha reportado la presencia de tryptaminas. Los analisis preliminares de
Justicia pectoralis demuestran la presencia de esteroles, mucilagos y un aceite
esencial. (22) En la Amazonia venezolana los "curiosos” o curanderos emplean las
hojas de "camaguari" en forma de tabaco en sus ceremonias curativas (Delascio,

1984). Los indigenas del Vaupés y el Alto Amazonas utilizan la decoccion de toda
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la planta en las afecciones pulmonares y especialmente en las neumonias; también
la consideran como un buen expectorante. Entre los Andokes del rio Caqueta esta
planta es muy importante en las practicas curativas siendo empleada en el
tratamiento de varias enfermedades. J. pectoralis var. stenophilla forma parte de
las mezclas de drogas alucindgenas Empleadas por varios grupos indigenas de la

Amazonia, especialmente por los Waika o Yanomami de Venezuela y Brasil. (23)



CAPITULO II

2.- PARTE EXPERIMENTAL
2.1.- LUGAR DE LA INVESTIGACION.

La presente investigacion fue llevada a cabo en el Bioterio, Laboratorio de
Fotoquimica, Laboratorio de Analisis Instrumental de la Escuela de Bioquimica y
Farmacia de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH.

PARROQUIA i

L

-

e Lizarzaburu e Riobamba e Chimborazo

iy iy e iy

FIGURA N° 2. Lugar de investigacion
2.2.- MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS.
2.2.1.- MATERIAL BIOLOGICO.

e Poblacion: Ratones albinos (Mus musculus) provenientes del Bioterio de la

Escuela de Bioquimica y Farmacia.

FOTOGRAFIA N° 2: Ratones De Experimentacion ESPOCH 2011
FUENTE: Pazmifio C.
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e TAXONOMIA

TABLA 2.1 Taxonomia de los animales de experimentacion empleados en el

estudio Farmacoldgico

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Clase: Mamalia
Orden: Rodentia
Familia: Muridae
Género: Mus
Especie: musculus

e DESCRIPCION

TABLA 2.2 Descripcion Anatémica

Nomenclatura Crl: (WI)BR
Edad 3-3.5 meses
Sexo Machos
Peso Promedio 359
Lugar de Nacimiento Bioterio Esc. BQF

e CONDICIONES

TABLA 2.3 Detalle de condiciones de mantenimiento

Humedad Relativa 55+10%
Temperatura 22+2°C
Periodo 12 Horas luz — 12 Horas Oscuridad

e VALORES REFERENCIALES DE GLUCEMIA

Suero, plasma ratas (ayunas) 80-110 mg/dL (Segun Charles River, 1984)

¢ MUESTRA

12 (experimentos netos), 4 (grupo Blanco), 4 (grupo control positivo), 4 (grupo

control negativo).
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TABLA 2.4 Detalle de grupos Experimentales

RG1 | X1

Solucion salina NaCl 0.9%

RG2 | X2

Solucién de Acarbosa 0.71mg/Kg

RG3 | X3

Dosis uno (15 mg/Kg/dia) del extracto H.A

RG4 | X4

Dosis dos (30 mg/Kg/dia) del extracto H.A

RG5 | X5

Dosis tres (60 mg/kg/dia) del extracto H.A

RG6 | -

Ningun Tratamiento

2.2.2.

MATERIALES Y

REACTIVOS

PARA

EL

FARMACOGNOSICO Y CONTROL DE CALIDAD.

TABLA 2.5 Materiales y Reactivos para Control de calidad fisicoquimico y

estudio Fitoquimico

MATERIALES

REACTIVOS

EQUIPOS

Balones Aforados de 10, 25,
50, 100 mL

Agua destilada

Rotavapor

Balones Esmerilados de 500 | Alcohol 96° Bomba para vacio
mL

Vasos de Precipitacion de Hexano Estufa

100, 250, 500 mL

Probetas de 25, 50, 100 mL Eter de Petrleo Mufla

Pipetas graduadas de 10mL

Anhidrido acético

Balanza Analitica

Matraz Erlenmeyer de 250mL

Acido Acético

Peachimetro

Cépsulas de Porcelana Acetona Refractometro
Crisol Acido Formico Congeladora
Picetas Cloroformo Revelador Luz U.V.
Embudos Hidroxido de amonio Molino

Embudos de separacion

Acido Clorhidrico conc.

Tripodes

Acido Sulfurico conc.

Espatula Acetato de etilo

Varillas Reactivo de Dragendorf f
Tubos de ensayo Reactivo de Mayer
Gradilla Reactivo de Wagner

Papel aluminio

Reactivo de Baljet

Cémara Cromatogréfica

Reactivo de Boutrager

Pipetas Pasteur

Cloruro férrico 5%

Capilares de Vidrio

Hidroxido de sodio

Placas de Silice Gel 60F254

Hidréxido de potasio

Refrigerante

Cloruro de sodio

Mangeras

Solucién de Gelatina al 1%

Revelador

Magnesio metalico

Alcohol Amilico

Reactivo de Sudan 111

Metanol

ESTUDIO
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2.3. MANEJO ESPECIFICO DEL EXPERIMENTO

2.3.1. OBTENCION DE LA MATERIA PRIMA

El material vegetal de Justicia chlorostachya, se recolectd en el canton La
SHELL, Provincia del Tena a los 1100 msnm con una Humedad Relativa del 70% y

temperatura de 25+3°C.

2.3.2. ACTIVIDAD HIPOGLICEMIANTE

2.3.2.1. UNIDADES DE OBSERVACION

Ratones (Mus musculus) inducidas hiperglucemia mediante Sobrecarga de sacarosa,
con aplicacion posterior a base de extracto hidroalcéholico de Justicia

chlorostachya.

2.3.2.2. GRUPOS DE ESTUDIO
TABLA 2.6 Grupos de estudio

DETALLE DEL
GRUPOS TRATAMIENTO TRATAMIENTO
RG1 X1 Solucion salina NaCl 0.9%
Solucion de Acarbosa
RG2 X2 0.71mg/Kg
Dosis uno (16 mg/Kg/dia) del
RG3 X3 extracto H.A
Dosis dos (32 mg/Kg/dia) del
RG4 X4 extracto H.A
Dosis tres (64 mg/kg/dia) del
RGS X5 extracto H.A
RG6 - Ningun Tratamiento

2.3.2.3. CRITERIOS DE INCLUSION
- Ratones (Mus musculus) sanos

- Sexo Masculino

- Enintervalo de 3-5 meses

- Pesos corporales entre 3515 g
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2.3.24. PROCESO EXPERIMENTAL

Para el estudio se utilizd ratones machos con un peso promedio de 355 g los
cuales fueron mantenidos en cuarentena 3 dias antes de empezar el estudio con
libre disposicion de agua y alimentos, controlando la temperatura y ciclos
circadianos de doce horas luz, doce horas oscuridad. Doce horas antes del estudio
se les retird el alimento y dispusieron de agua ad libitum. Transcurridas las doce
horas de ayuno se evalud su glicemia inicial, para lo cual se extrajo sangre por
medio de puncion de la vena safena y se evalu6 a través de tiras reactivas
utilizando el glucometro PRODIGY para su lectura. Posterior a la evaluacion de la
glicemia inicial (TO en el disefio experimental) de todos los animales pertenecientes
a los 6 grupos de estudio, se procedio a la administracion de los tratamientos por

via oral de acuerdo con el siguiente esquema:

RG6 - Sin tratamiento

RG1 X1 Solucion salina NaCl 0.9%

RG2 X2 Solucién de Acarbosa 0.71 mg/Kg

RG3 X3 Dosis uno (16 mg/Kg/dia) del extracto H.A
RG4 X4 Dosis dos (32 mg/Kg/dia) del extracto H.A
RG5 X5 Dosis tres (64 mg/kg/dia) del extracto H.A

Una vez administrado los tratamientos a los grupos de estudio se procedié a inducir
la Hiperglicemia, media hora después de la administracion de los tratamientos (Xn
en el disefio experimental) se administro, por via oral una solucion de sacarosa a
razén de 4000 mg/Kg. Posteriormente se evalud la glicemia a los treinta, sesenta y

ciento veinte minutos, después de la sobrecarga de Sacarosa.
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GRUPO | Evaluaci | Tratamiento | Tratamiento TIEMPO DE
S DE on de de sobrecarga | EVALUACION
TRABA | Glicemia | administracié | de Sacarosa H)

JO Previa | ndel extracto (49/KQ) 0.5 1 2
RG1 T0 - Y1 T1 T2 | T3
RG2 T0 X0 Y1l T1 T2 | T3
RG3 T0 X1 Y1 T1 T2 | T3
RG4 T0 X2 Y1 T1 T2 | T3
RG5 T0 X3 Y1l T1 T2 | T3
RGO T0 - - T1 T2 | T3

FUENTE: Carlitos Pazmifio Ch.
Donde:

R= Para asignacién al azar o aleatorizacion.

G= Para determinar el grupo de sujetos los cuales corresponde a ratones albinos con
un peso entre 30-40 g, que han sido ambientados en el &rea de cuarentena durante
tres dias de adaptacion, con libre acceso de agua y alimentacion ademas de
temperatura controlada. Doce horas antes del experimento los alimentos deben ser

retirados permitiendo al animal agua ad libitum
T= Tiempo de determinacién glicemia
X= Tratamiento administrado por via oral a través de sonda orogastrica.

Y= Sobrecarga de sacarosa administrada media hora después de la administracion
del tratamiento especifico de cada grupo, a una razon de 4g/Kg de peso. Por via
oral ayudado de una sonda orogastrica.

- Ausencia de estimulo o tratamiento corresponde al grupo control negativo.
2.3.2.5. ANALISIS ESTADISTICO

Se trabajo con un disefio experimental de series cronoldgicas maltiples compuesto

de: 1) Un grupo control positivo, 2) un grupo control negativo, 3) tres grupos de
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estudio y 4) Un grupo Blanco o Testigo. Las diferencias estadisticas entre los
grupos experimentales y controles fueron determinados mediante ANOVA un
factor con datos agrupados, permitiéndonos con ello, evaluar la existencia de
heterogeneidad de los grupos con respecto al factor respuesta (Glicemia), y
posteriormente se realizé la prueba de comparaciones multiples a un intervalo de
confianza del 99% empleando la prueba de Tuckey HSD, lo que permiti6 evaluar

que grupos son similares y diferentes con respecto a los tratamientos.

2.3.2.6. ESTUDIO DE TOXICIDAD

Se realizo el estudio de toxicidad Aguda, para lo cual se administré por via oral a
los individuos las dosis antes mencionadas cada dia (durante 14 dias), y se evaluo
su comportamiento, estado fisico general (caracteristicas organolépticas, peso del
animal). Cabe recalcar que durante estos 14 dias de estudio el animal dispuso de
alimento y agua ad libitum. Finalizado los 14 dias de estudio se procedio a realizar
las necropsias de los oOrganos farmacocinéticos mas importantes de cada
fitotratamiento, siendo entre ellos: rifion, higado, estémago. Con los cuales se
realizo el estudio histopatoldgico para investigar dafio a nivel tisular.

2.3.3. INVESTIGACION FITOQUIMICA
Se realiz6 el tamizaje Fitoquimico de la planta con el objetivo de buscar grupos de

metabolitos secundarios con un potencial interés farmacolégico.

2.4. METODOS Y TECNICAS

2.4.1, OBTENCION DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE
Justicia chlorostachya:

Se obtuvo el extracto Hidroalcoholico de Justicia chlorostachya diariamente por
digestion con Alcohol al 96° durante media hora. Posteriormente se filtro,
concentrd a sequedad y se reconstituyd en Agua destilada hasta obtener una
solucion final al 5% de la especie vegetal estudiada. Se coloco la solucion en un

frasco ambar para proceder con su administracion.
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2.4.2. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES BASALES

24.2.1. MATERIALES

e Material bioldgico (Ratones (Mus musculus) procedentes del Bioterio
e Balanza ADAM AQT-1500

e Tiras reactivas PRODIGE

e Glucometro PRODIGE

e Algoddn

e Suero fisioldgico.

e Marcadores indelebles.

e Lancetas o Agujas de jeringa N°3

24.2.2. PROCEDIMIENTO:

Previo a la realizacion del experimento se observd las condiciones previas
sometiéndoles a los ratones seleccionados aleatoriamente a un tiempo de
ambientacion por 3 dias aproximadamente para que se acostumbren a la
alimentacion y condiciones del medio en el que se encuentra. Sometiéndoles al
posible control de temperatura y libre acceso de agua y alimentos. Diariamente a las
ratas se les proporciona de comida 2.5 pellets por cada una, cuyo analisis del
alimento proporcionado por el proveedor cumple con los siguientes parametros:
proteina cruda minimo 22%, grasa cruda minima 6.5%, fibra cruda minimo 5%,

para garantizar una dieta equilibrada y nutritiva.
Los parametros que se debe considerar como condiciones basales son:

e Un estado de salud optima (ausencia de heridas, malformaciones, etc.)
e Peso corporal entre 355 g
e Glicemia entre 80-110 mg/dL (segun Charles River, 1984.)
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FOTOGRAFIA N° 3: pesaje de los animales de experimentacion.
FUENTE: Pazmifio C. 2011

2.4.3. OBTENCION DE SANGRE DE LA VENA SAFENA

243.1. MATERIALES

Lancetas

Material biologico (Ratones Albinos)

Algodon
Alcohol 70°

2.43.2. PROCEDIMIENTO

Inmovilizar al raton, por la técnica de manipulacién con la mano izquierda, ubicar
la vena safena (parte interna de la pata posterior), desinfectar la zona con alcohol
antiséptico (no en abundancia), y realizar una puncion segura, descartar la primera
gota de sangre y colocar la siguiente en la tira reactiva. Limpiar la zona lacerada
con alcohol antiséptico y practicar hemostasia por presidn con aposito. Esperar que

el animal se recupere totalmente para regresarlo a su jaula.
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FOTOGRAFIA N° 4: Materiales para puncion de la vena safena
FUENTE: Pazmifio C; 2011

24.4. DETERMINACION DE GLUCOSA

244.1. MATERIALES

¢ Tiras Reactivas para Glucémetro PRODIGE
e Glucometro PRODIGE

e Estandar de Calibracién

2.4.42. METODO

La glucosa en la sangre se mide mediante una corriente eléctrica que se produce al
mezclar la muestra de sangre con el reactivo que se encuentra en la tira reactiva,
dicho reactivo contiene a la enzima GLUCOSA OXIDASA inmovilizada en la
tira, sustancias mediadoras, que se comportan como agentes oxidantes ante la
Glucosa (metales con estados de oxidacion variable), y un transductor que permite
cambiar la biosefial en una sefial electrénica. La corriente eléctrica cambia con la
cantidad de glucosa en la muestra de sangre. El glucometro PocketTM de Prodigy
mide la resistencia de la corriente eléctrica, calcula el nivel de glucosa en la sangre

y muestra el resultado en mg/dL o mmol/L. (54)
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2.4.4.3. PRINCIPIO DE LA REACCION
Epila = E indicador (Biosensor) —E referencia

E indicador
GOD
Glucosa + 2M** " acido glucénico + 2MX~D+ + 25+

AE = [glucosal]

E referencia = Calomel saturado.

SENAL ELECTRICA

i

TRANSDUC-

TOR T

iORE('EﬂOR
O ANALITO

L]

FOTOGRAFIA N° 5, Mecanismo de funcionamiento del biosensor
del Glucémetro PRODIGE
FUENTE: http://www.nib.fmed.edu.uy/Sciarra.pdf

2.4.5. INDUCCION DE LA HIPERGLICEMIA POR SOBRECARGA DE
SACAROSA

245.1. MATERIALES Y REACTIVOS
e Material Bioldgico (Ratones albinos)

e Sacarosa (Solucion al 60% m/v)

e Agua destilada

e Balones de Aforo

e Reverbero


http://www.nib.fmed.edu.uy/Sciarra.pdf
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2.45.2. PROCEDIMIENTO

Para la consecucion del estado hiperglicémico experimental en los especimenes se
administra a los animales por via oral una solucién de sacarosa al 60% en una
relacion de 4g/Kg. (CYTED)

Cuando se alcanzan niveles de glucosa en sangre superiores a 200 mg/dL se

considera hiperglucemia. (6)

2.4.6. TRATAMIENTO A BASE DE EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE Justicia chlorostachya

Se realizo un tratamiento con el extracto hidroalcéholico de Justicia chlorostachya
en tres dosis diferentes, se evalud el nivel de glucosa a los 30, 60 120 minutos
después de administrado el tratamiento, segun se detalla en la Tabla 2,7

perteneciente al disefio experimental empleado

2.46.1. MATERIALES Y REACTIVOS

Material biol6gico (Ratones Albinos)

e Extracto Hidroalcéholico de Justicia chlorostachya
e Caénulas orogastricas.

e Acarbosa (Glucobay) 50 mg

o Balones aforados de 25, 50 y 100 mL

e Balanza

e Suero Fisiologico

e Jeringas de insulina

e Lancetas

e Glucémetro
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2.4.6.2. PROCEDIMIENTO

Administrar por via oral en funcion del peso del animal, el extracto, Acarbosa 2
mg y Suero Fisioldgico con la utilizacion de canulas orogéastrica para lo cual los
animales deben ser sometidos a un ayuno previo durante 12 horas y evaluados

inicialmente su glicemia. Siguiendo el siguiente Protocolo:

RG6 | - Sin tratamiento

RG1 | X1 | Solucion salina NaCl 0.9%

RG2 | X2 | Solucion de Acarbosa 0.71mg/Kg

RG3 | X3 | Dosis uno (16 mg/Kg/dia) del extracto H.A
RG4 | X4 | Dosis dos (32 mg/Kg/dia) del extracto H.A
RG5 | X5 | Dosis tres (64 mg/kg/dia) del extracto H.A

24.7. ESTUDIO DE TOXICIDAD AGUDA

24.71. MATERIALES Y REACTIVOS

e Material biologico (Ratones Albinos)

Extracto Hidroalcoholico de Justicia chlorostachya
e Canulas orogastricas.

e Acarbosa (Glucobay) 50 mg

¢ Balones aforados de 25, 50 y 100 mL

e Balanza

e Suero Fisioldgico

e Jeringas de Insulina

2.4.7.2. PROCEDIMIENTO

A cada grupo de ratones (4 por grupo) se les administrara por via oral el extracto de
Justicia chlorostachya a las dosis determinadas en el estudio de actividad
hipoglicemiante, esto se realizard diariamente durante 14 dias y se evaluard,
estado fisico, caracteristicas organolépticas de los animales, masa corporal.
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FOTOGRAFIA N° 6: Grupos de experimentacion en Cuarentena-Estudio
de Toxicidad.
FUENTE: Pazmifio C.

2.4.8. ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

Para verificar los efectos toxicoldgicos que puede presentar como producto de la
administracion de las dosis estudiadas, sobre los érganos farmacocinéticos mas
importantes (ESTOMAGO, HIGADO, RINON), se realizd el Analisis
histopatoldgico de los sujetos de cada uno de los grupos, cuyo trabajo fue realizado
gracias a la colaboracion del Dr. Oswaldo Duque (PATOLOGO SOLCA-
RIOBAMBA) y al Dr. Javier Robles (BQF SOLCA-RIOBAMBA). (Ver Anexo 5)

248.1. MATERIALES Y REACTIVOS
e Material Biologico

e Equipo de diseccion

¢ Alcohol antiséptico.

e Formol al 10 %

e Micrétomo

¢ Dispensador de Parafina

e Estufa memmert 32-153L

e Microscopio CLX-300

e Hematoxilina-eosina
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2.4.8.2. PROCEDIMIENTO EXTRACCION DE ORGANOS.

Sacrificar a los animales de estudio. Efectuar la diseccion con material estéril.

FOTOGRAFIA Ne 7: Sacrifico de raton por asfixia con éter etilico

FUENTE: Pazmifio C.

FOTOGRAFIA N° 8: Material de diseccion.
FUENTE: Pazmifio C.
Extraer cuidadosamente el estomago, higado y rifién sin romperlos y observar su

morfologia macroscopica.
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FOTOGRAFIA N°9: Extraccion de 6rganos farmacocinéticos.
FUENTE: Pazmifio C.
Colocar los 6rganos en un vial estéril con formol buferado bien rotulado. Colocar

los animales y todos los materiales en una bolsa de bioseguridad, cerrar y desechar

adecuadamente.
2.4.8.3.

1) Alcohol 709, 1h30'.
2) Alcohol 969, 1h30'.
3) Alcohol 1002 (1),
1h30'.

4) Alcohol 1009 (I1),
1h30'.

5) Toluol, entre 1h30'y

3hs.

PROCESAMIENTO

DE LOS

TEJIDOS-TECNICA
HISTOLOGICA TINCION HEMATOXILINA.EOSINA.

INCLUSION

1) Secado de Ia
muestra con gasa.
2) Parafina 562 (l),
1h30'.

3) Parafina 562 (ll),
1h30'.

4) Formacion de la
barra.

5) 30' de frezzer.

6) Fractura del taco

CORTE EN
MICROTOMO

COLORACION Y MONTAJE

»>

2) Xilol o toluol (1), 15" en
estufa.

3) Xilol o toluol (1), 2.

4) Alcohol 1009, 30".

5) Alcohol 962, 30".

6) Alcohol 709, 30".

7) Alcohol 509, 30".

8) Agua destilada, 30".

9) Hematoxilina, 1°30".
10) Agua corriente, 2°.
11) Alcohol 509, 15".

12) Eosina, 30".

13) Alcohol 962, 10".

14) Alcohol 1009, 10".
15) Xilol, 1" por lo menos.
16) Montaje con Balsamo de
Canada sintético.
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FOTOGRAFIA N°10: Placas Histoldgicas Preparadas para la lectura.
FUENTE: Pazmifio C.

2.4.9. CONTROL DE CALIDAD DE LA MATERIA PRIMA

2.49.1. DETERMINACION DE HUMEDAD

Se peso 2 gramos de material vegetal fresco en una capsula de porcelana
previamente tarada. Se colocé en una estufa a 103°C+2 por un lapso de 2 a 3 horas.
Se enfrio en el desecador a temperatura ambiente y se peso.

FORMULA:

%H = 100 — ("“1"”’2 * 100) Ec. 1.1

mi-m
Donde:

m = masa de la capsula tarada

m1= masa de la capsula con la muestra

m2 = Masa de la capsula con la muestra después del calentamiento

2.49.2. DETERMINACION DE CENIZAS TOTALES.

Se colocO la cépsula con la muestra seca resultado de la determinacion del
contenido de humedad, en un mechero y en la sorbona, para calcinar hasta ausencia
de humos. Luego se transfiri6 la capsula a la mufla y se incinerd a 500-550°C, hasta
obtener cenizas libres de residuo carbonoso. Se secd la capsula y se colocd en
desecador, se enfrid y peso.
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FORMULA:

%C = (Ml"”’2 x 100) Ec. 1.2

ml-m
Donde:
m = masa de la capsula tarada
m1= masa de la capsula con la muestra antes de la incineracién
m2 = Masa de la capsula con la muestra después del calentamiento después de la

incineracion

2.49.3. DETERMINACION DE CENIZAS SOLUBLES EN AGUA.

A las cenizas Totales se afiadio de 15 a 20 mL de agua. La capsula se tapd y se puso
a hervir suavemente directo a la Illama del quemador durante 5 minutos. La solucién
se filtrd a través de papel filtro libre de cenizas determinadas o declaradas. El papel
con el residuo se transfirié a la capsula inicial, se carbonizdé en un quemador y
luego se inciner6 en un horno mufla a 500-550 °C, durante dos horas.
Posteriormente se enfrio en el desecador hasta temperatura ambiente y se peso.

%C = ("“1‘”’2 . 100) Ec. 1.3

ml—-m

Donde

m = masa de la capsula tarada

m1= masa de la cadpsula con la muestra antes de la incineracién

m2 = Masa de la capsula con la muestra después del calentamiento después de la

incineracion

2.49.4. DETERMINACION DE CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO
CLORHIDRICO

A las cenizas totales se afiadié de 15 a 20 Ml de HCI 10%. La céapsula se tapo y se
puso a hervir suavemente directo a la llama del quemador durante 5 minutos. La
solucién se filtro a través de papel filtro libre de cenizas determinadas o declaradas.
Se lavo el residuo con agua caliente hasta que muestre negativo la prueba con
AgNO3 0.1N. El papel con el residuo se transfirio a la capsula inicial, se carbonizo

en un quemador y luego se incinerd en un horno mufla a 500-550 °C, durante dos
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horas. Posteriormente se enfrié en el desecador hasta temperatura ambiente y se

peso.

%C = (’V“‘M2 . 100) Ec. 1.4

ml-m

Donde

m = masa de la capsula tarada

m1= masa de la capsula con la muestra antes de la incineracion

m2 = Masa de la capsula con la muestra después del calentamiento después de la

incineracion

2.4.10. DETERMINACION CUALITATIVA DE METABOLITOS
SECUNDARIOS

El cribado fitoquimico tiene como objetivo general la determinacién cualitativa de
los principales grupos quimicos presentes en la materia vegetal, y que por lo
general son los responsables de la actividad farmacoldgica. Las técnicas de
determinacion mas corrientemente utilizadas incluyen la presencia de alcaloides,

flavonoides, taninos, antracenos, esteroles insaturados, saponinas, grupos fenolicos

2.4.10.1. FLAVONOIDES

Evaporar el equivalente a 5 gramos de material en una capsula de evaporar en bafo
de maria.

Se triturd el residuo con 15 MI de éter de petrdleo y filtrd. Se repitid con volimenes
adicionales hasta que sea incoloro, descartando el extracto. Este método
selectivamente remueve materiales grasos solubles tales como: pigmentos,
clorofila, resinas, etc., los cuales son solubles y retienen flavonoides, los cuales en
general no son solubles en éter de petroleo.

Posteriormente se disolvio el residuo desengrasado en 10 mL de etanol al 80% Yy se
filtrd. Se coloco de 1 a 2 mL del filtrado en 3 tubos de ensayo, rotulando al tubo N°

1 como tubo control.
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2.4.10.1.1. ENSAYO DE CIANIDINA

Al tubo N° 2 afiadir 0.5 mL de acido clorhidrico concentrado y 3-4 virutas de
magnesio. Observar la formacion de color de (Vede a rojo) al cabo de 10 min.

De haber cambio de color con respecto al tubo control, enfriar y diluir con
volimenes iguales de agua y afiada 1 mL de alcohol octilico. Agite y espere que se
separe.

El desarrollo de tonalidades rojizas en la capa de octanol es indicativo de

flavonoides.

2.4.10.1.2. ENSAYO DE LEUCOANTOCIANIDINA.
Al tubo N° 3 afadir 0.5 mL de &cido clorhidrico concentrado Y calentar en bafio
Maria por 5 min. El desarrollo de un color violeta es indicativo de la presencia de

leucoantocininas.

2.4.10.2. ANTRACENOS.

2.4.10.2.1. ENSAYO DE BORNTRAGER

Evaporar, el extracto equivalente a 1 gramo de material vegetal hasta sequedad
usando Rotavapor. Disolver el residuo 10 mL de agua destilada y filtrar. Agitar el
filtrado con 10 mL de tolueno, en embudo de separacion y dejar que se separe.
Transferir la capa de tolueno a un tubo de ensayo afiadir 5 mL de amoniaco y
agitar. Observar cambios de color en la capa alcalina, la produccion de un color

rosado a rojo indica presencia de compuestos antracenicos.

2.4.10.3. TANINOS

2.4.10.3.1. ENSAYO DE LA GELATINA

Evaporar extracto equivalente a 10 gramos de planta hasta sequedad en rotavapor.
Al residuo afiadir 10 mL de agua destilada caliente. Agitar bien con varilla de
vidrio y dejar enfriar a temperatura ambiente. Se afiadié 3 a 4 gotas de NaCl al 10%
para salar y precipitar cualquier compuesto no tanino y asi evitar resultados falsos
positivos. Filtrar y dividir en 4 tubos el tubo uno sirve de control.
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Al tubo 2 afiadir 4-5 gotas de gelatina al 1%, la formacion de un precipitado es
indicativo de presencia de taninos.

Al tubo 3 2 afadir 4-5 gotas de gelatina al 1% méas NaCl, la formacion de un
precipitado mas abundante que el primero es indicativo de presencia de taninos

Al tubo 4 afadir 3-4 gotas de FeCI3 5%. La aparicion de colores negro a azul es
indicativo de anillo pirogalol, y grisaceo a negro es indicativo de la presencia de
catecol. La ausencia de precipitados con gelatina y la aparicién de colores con

FeClI3 es indicativo de compuestos fenolicos tipo no taninos.

2.4.10.4. TERPENOS-DETERMINACION CUALTITATIVA DE
SAPONINAS Y ESTEROLES INSATURADOS.

2.4.10.4.1. ENSAYO DE ESPUMA.

A 1 gramo de material vegetal seco se afiadié agua destilada hasta 1cm sobre el
nivel del material.

Agitar fuertemente durante 30 segundos y dejar humedecer por unos 10 minutos,
luego agitar durante 30 segundos. Dejar reposar por 3 minutos, la formacion y

persistencia de espuma es indicativo de la presencia de saponinas

2.4.10.4.2. ENSAYO PARA ESTEROLES.

Se evapor0 el equivalente a 10 g de material hasta sequedad en rotavapor. Se
afiadio 10 mL de éter de petroleo al residuo, revolver por pocos minutos. Dejar
sedimentar, decantar y descartar el sobrenadante. Repetir la operacion hasta que el
éter de petroleo haya removido la mayoria de pigmentos.

Se afladio 10 MI de CHCL3 y se agitd vigorosamente durante 5 minutos. Se
decant6 en tubos de ensayo y afiadi6 100 mg de Na2SO4 anhidro, se agito y filtré
se dividié el filtrado en tres tubos secos y rotulados, el tubo 1 es el control.

ENSAYO DE LIBERMAN-BUCHARD
Al tubo 2 se afiadio 3 gotas de anhidro acético y se agito, luego se afiadié 1 gota de
H2SO4 conc. y se agitd, el desarrollo de tonalidades rojizas, verdosas o violaceas

con respecto al control son indicativo de la presencia de esteroles.



-49-

ENSAYO DE SALKOWSKI
Al tubo 3 se afiadié 0.5 mL de H2SO4 conc. dejandolo caer por las paredes por el
fondo.la formacién de un anillo de color rojo en la interface es indicativa de

esteroles insaturados.

2.4.10.5. ENSAYO PARA ALCALOIDES

2.4.10.5.1. ENSAYO PRELIMINAR

Se evapord el extracto equivalente a 25 g de material vegetal hasta sirope. Se
afiadié 10 mL de HCI 2N al extracto y se agitd mientras estuvo caliente, se dejé
enfriar. Se filtro y dividio el filtrado en partes iguales en cuatro tubos de ensayo. El
tubo 1 sirve como control.

Al tubo 2 se afiadid unas gotas del reactivo de Mayer. La presencia de turbidez,
floculacion o precipitado es indicativo de alcaloides.

Al tubo 3 se afiadio unas gotas del reactivo de Wagner. La presencia de turbidez,
floculacion o precipitado es indicativo de alcaloides

Al tubo 4 se afiadi0 unas gotas del reactivo de Dragendorf. La presencia de

turbidez, floculacion o precipitado es indicativo de alcaloides

2.4.10.5.2. ENSAYO CONFIRMATORIO

En una segunda porcion del extracto original, Se evaporo el extracto equivalente a
25 g de material vegetal hasta sirope. Se afiadié 10 mL de HCI 2N al extracto y se
agitd mientras estuvo caliente, se dejé enfriar. Se filtro, al filtrado se afiadi6 CHCI3
este extraerd las grasas, pigmentos y compuestos neutros remanentes que interfieren
con el ensayo. Se alcalinizé con NH4OH. Se coloc6 en un embudo de separacion y
se extrajo dos veces con CHCI3, se combin6 las fases orgénicas y evapord a
sequedad. Al residuo afiadir 2.5 MI de HCI 2N agitando hasta disolver, filtrar y
dividir el filtrado a partes iguales en 4 tubos y repetir los ensayos de MAYER,
WAGNER Y DRANGENDORFF. La presencia de turbidez, floculacion o

precipitado es indicativo de alcaloides
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2.4.11. EVALUACION CROMATOGRAFICA DE METABOLITOS
SECUNDARIOS REPRESENTATIVOS.

A 5 gramos de vegetal previamente desengrasado con éter de petroleo, se someti6 a
proceso de digestion con ETOH al 96%, posteriormente se filtr6 y evapord hasta
sirope con la ayuda del rotavapor (-0.5mm Hg y a 55°C). Posteriormente se extrajo
sucesivamente hasta incoloro con éter de petréleo, se desechd la fase organica, la
fase hidroalcéholico se utilizd para cromatografia en capa fina, utilizando para
dicho fin una placa de silice Gel 60F 254 (MERCK) de 10cm x 2cm. Aplicando el
extracto en forma de banda con una pipeta Pasteur. A un centimetro del borde
inferior de la placa. Se dejé secar y se eluyd con una fase mévil compuesta por la
siguiente relacién de polaridad Acetato de Etilo, Acetona, Acido Acético, H20
(100:11:22:25). La placa desarrollada se deja secar a temperatura ambiente y se
calcula los respectivos RF. Analizandolo al visible, UV 254-366nm, con agente
revelador (Vainillinal%-H2S0O4 50% - FeCl3 5%)



3.

CAPITULO IlI

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. CONTROL DE CALIDAD DE LA MATERIA PRIMA

Para este andlisis se recolectd la materia vegetal (Partes aéreas) en la Provincia del
Tena, Canton la Shell, a una altura de 1100 msnm, Temperatura promedio de 25 +3
°C, Humedad Relativa aproximada del 70%.

Se tomo en cuenta el color y estado fisico, descartandose aquellas partes aéreas
deterioradas de la planta. Una vez separadas las mismas, se lavo la planta con
abundante agua potable para luego desinfectarlas con Kilol DF 100.

CUADRO N° 1 Resultados del control de calidad de la materia prima vegetal

(Justicia chlorostachya).

Parametro %
Determinacion de Humedad 90.36
Determinacion de Cenizas Totales 2.38
Determinacion de Sustancias Solubles 1.15
Determinacion de sustancias insolubles 0.77

3.1.1. DETERMINACION DE HUMEDAD

Se observo que Justicia chlorostachya, contiene una cantidad considerable de agua
siendo esta el 90.36% de la masa total fresca. Por este motivo el proceso de secado
fue muy cuidadoso para que no exista termo degradacion de compuestos
termolabiles, se recomiendo para ello el secado en estufa a temperatura de 30£2 °C,
ya que asi se puede controlar el proceso. Obteniéndose después del proceso de
secado natural una humedad residual del 5.02 % ya que para una buena
conservacion esta debe ser inferior al 10%, de esta manera se evita los procesos
enzimaticos involucrados en la degradacién y perdida de potencial farmacolédgico

de la materia vegetal.
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3.1.2. DETERMINACION DE CENIZAS
Para esta determinacion se utilizé el material vegetal secado a la estufa.

En relacion con las cenizas totales, como promedio de tres réplicas se obtuvo un
valor de 2.38%. Con dependencia de dicho valor, al parecer no estan constituidas
mayoritariamente por compuestos inorganicos (metales pesados), parametro que se
justifica con el valor obtenido para las cenizas insolubles en acido (0.77%). Muchas
plantas medicinales tiene un valor de cenizas entre 2-5% por lo que en nuestro caso
los valores reportados estan dentro de parametros normales de aceptacion,
recordando que si dicho valor sobrepasa el 12% la materia vegetal debera ser

rechazada por contaminacion.
3.1.3. DETERMINACION DE CENIZAS SOLUBLES

La diferenciacion entre cenizas solubles en agua respecto a las totales nos da una
idea del contenido en materia mineral de la planta.

Con nuestro resultado obtenido por el promedio de tres réplicas, diremos que el
contenido de sustancia minerales resultd ser bajo, y ademas se encuentra dentro de
los parametros normales, ya que para plantas medicinales el porcentaje de cenizas

solubles no debe sobrepasar al 2%

3.2. TAMIZAJE FITOQUIMICO.

Con el objetivo de conocer cualitativamente a los metabolitos secundarios con
potencial farmacoldgico, justificable para nuestro estudio posterior de actividad
hipoglicemiante. Se realizo el cribado fitoquimico, obteniéndose los siguientes

resultados:
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CUADRO N° 2 Resultados del screening Fitoquimico de Justicia chlorostachya.
ESPOCH 2011.

METABOLITO 2RIO ENSAYO RESULTADO
Flavonoides Shinoda +++
Cianidinas HCI conc. ++
Leucoantocininas HCI conc. -

Taninos Gelatina 1% + NaCl -
Compuestos Fenolicos FeClI3 +++

Compuestos Antracenicos | Borntrager -

Esteroles Lieberman Buchard/Salcowski | ++

Saponinas Espuma ++

Alcaloides Mayer/Dragendorff/ Wagner | +
Donde:

(-) Significa que se obtuvo respuesta negativa para ese Metabolito
(+) Significa que se obtuvo una baja intensidad de la Reaccion para ese Metabolito

(++) Significa que se obtuvo una intensidad moderada de la Reaccion para ese
Metabolito

(+++) Significa que se obtuvo una intensidad alta de la Reaccién para ese
Metabolito

Gracias al cribado fitoquimico realizado por triplicado concluimos finalmente que
los metabolitos secundarios representativos con potencial farmacoldgico son los
compuestos fendlicos, y entre ellos los flavonoides, siendo estos los responsables
del color rojo adquirido por los extractos acuosos desengrasados obtenidos para el
estudio. Ademas, cuya actividad antioxidante los hacen idoneos para mitigar el
estrés oxidativo provocado por multiples factores internos y externos que influyen

directamente sobre la homeostasis corporal, alterdndola, y desencadenando



-54-

patologias oxidodegenerativas recurrentes. En evidencia de lo anterior se atribuyé

la actividad hipoglicemiante a este grupo complejo de flavonoides.

3.3. ESTUDIO CROMATOGRAFICO.

Con el estudio cromatogréafico por TLC de la fraccién flavo-fendlica de la muestra
desengrasada, se pudo evidenciar la presencia de dos compuestos los cuales
tuvieron los siguientes RF. Como lo muestra la Fotografia 11, se evidencia una
buena separacién de esos compuestos por lo que el siguiente paso seria su
separacion por Cromatografia en columna y posterior purificacion para una
posterior elucidacidn estructural y evaluacion cuantitativa de marcadores de calidad

para dosificacion.

CUADRO N° 3 Resultados del TLC de la fraccion fendlica de Justicia
chlorostachya. ESPOCH 2011.
(FE: Silice Gel 60F254; FM: Acetato de Etilo, Acetona, HAc, H20 100:5:22:26)
Compuesto | Rf
1 0.89
2 0.94

FOTOGRAFIA N°11: Placas de TLC donde se evidencia la separacion de
compuestos flavo-fenolicos sistema de solventes. Acetato de Etilo, Acetona,
HAc, H20 100:5:22:26
FUENTE: Pazmifio C.
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3.4. ACTIVIDAD HIPOGLICEMIANTE

3.4.1. RESULTADOS DE LA ADMINISTRACION DEL EXTRACTO DE
Justicia chlorostachya

En este estudio se analiz6 la potencial actividad hipoglicemiante mediante la
inhibicion competitiva de la a-amilasa intestinal, del extracto hidroalcéholico de
Justicia chlorostachya, para este fin se administré6 por via orogastrica, a los
animales de experimentacion (ratones albinos) tres dosis del extracto, para obtener
una relacién de 16, 32, 64 mg de planta / Kg de peso. Esto en base al conocimiento
y uso etnoboténico ancestral que se le da a nuestra planta por parte de la poblacién
aborigen amazoénica ecuatoriana, y posteriormente se indujo la hiperglicemia a los
mismos mediante sobrecarga de sacarosa, como se lo menciona detalladamente en
la seccion 2.3.2.4. Se utiliz6 Acarbosa (Control Positivo) como medicamento
hipoglicemiante inhibidor competitivo de la a-amilasa intestinal, con el fin de
comparar la eficiencia y eficacia frente a nuestra planta investigada. Se realizaron
las respectivas mediciones de la glicemia a las 0.5, 1 y 2 horas después de la
sobrecarga de sacarosa. Se realizd un promedio de cuatro réplicas, y los resultados

obtenidos se muestran en el siguiente cuadro:

CUADRO N° 4 Descriptiva estadistica de las glicemias (mg/dL) a los 30 minutos

en los grupos bajo tratamiento.

Desviacién
GRUPO N Media Mediana Tipica Minimo Maximo
RG1 4 369.7500 369.0000 15.2179 352.0000 389.0000
RG2 4 178.0000 182.0000 20.9284 150.0000 198.0000
RG3 4 226.0000 224.0000 16.5731 208.0000 248.0000
RG4 4 209.5000 210.0000 7.7244 201.0000 217.0000
RG5 4 190.2500 190.0000 8.7702 181.0000 200.0000

RG6 4 94.7500 94.0000 5.4391 89.0000 102.0000
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CUADRO N° 5 Descriptiva estadistica de las glicemias (mg/dL) a los 60 minutos

en los grupos bajo tratamiento.

Maximo

RG1

RG2

RG3

RG4

RG5

RG6

326.0000 326.0000

183.5000 183.0000

201.7500 203.5000

187.5000 188.0000

170.5000

167.5000

88.2500 89.0000

Desviacién

Tipica Minimo
13.9523 310.0000
5.1962 178.0000
15.7771 181.0000
8.1854 179.0000
15.5456 155.0000
5.4391 81.0000

342.0000

190.0000

219.0000

195.0000

192.0000

94.0000

CUADRO N° 6 Descriptiva estadistica de las glicemias (mg/dL) a los 120 minutos

en los grupos bajo tratamiento.

Media Mediana

Maximo

RG1

RG2

RG3

RG4

RG5

RG6

229.0000 218.5000

165.7500 166.0000

148.5000 147.5000

148.5000 149.0000

145.0000

143.0000

83.2500 83.5000

Desviacién

Tipica Minimo
24.1247 214.0000
5.5603 159.0000
6.2450 142.0000
2.6458 145.0000
7.1181 139.0000
2.7538 80.0000

265.0000

172.0000

157.0000

151.0000

155.0000

86.0000

CUADRO N° 7 Promedio de las glicemias (mg/dL) en ayunas (12 Horas)

VALOR DE LA
EXPISF?ILlilTIEOhSIT?A%ION GLICEMIA BASAL

MEDIA (mg/dL)

RG1 86,5

RG2 95,7

RG3 117,3

RG4 98,3

RG5 89,0

RG6 97,8
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3.4.2. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS.

Con los resultados de las glicemias obtenidos a los tiempos fijados en el modelo de
disefio experimental (seccion 2.3.2.4). Se procedié al analisis estadistico de
empleando para ello el andlisis de varianzas ANOVA un factor con datos
agrupados, con el objetivo de encontrar la existencia de diferencias estadisticas
entre los grupos experimentales y los controles, posteriormente se realizé la prueba
de comparaciones multiples a un intervalo de confianza del 99% empleando la
prueba de Tuckey HSD, lo que permitid evaluar que grupos son similares y
diferentes con respecto a los tratamientos, utilizando para este fin el programa
Estadistico G-STAT Student 2.2 (de licencia libre). Posteriormente se realizo la
curva de tolerancia de los grupos de experimentacion con la ayuda de Microsoft
Excel 2007 y conjuntamente con el andlisis estadistico previo, evaluar si existe o
no actividad hipoglicemiante de nuestra planta, y si resulta ser igual o no al

medicamento de control positivo.

CUADRO N° 8 ANOVA un factor datos agrupados glicemia a los 30 minutos

Anova Un Factor 30 minutos

NUimero de Casos: 24

Suma de Cuadrado

Cuadrados G.L. Medio F-valor p-valor
Entre Grupos 161846.3750 5 32369.2750 174.9034 0.0001E-10
Dentro Grupos 3331.2499 18 185.0694

Total (corr.) 165177.6249 23
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CUADRO N° 9 Comparaciones multiples Tuckey HSD 99% de confianza a los 30

minutos.
Grupos
N Media Homogéneos
B 4 94.7500 X
Cc + 4 178.0000 X
T3 4 190.2500 XX
T2 4 209.5000 XX
Tl 4 226.0000 X
c - 4 369.7500 X

GRAFICO N° 1 Grafica de la disminucion porcentual de glucosa en sangre en los

grupos experimentales con los tratamientos, a los 30 minutos

PORCENTAIJE DE DISMINUCION DE LA
GLICEMIA 30 MIN. %
60,00
50,00
hs,5d 51,87
40,00 43,35 4Tl
38,89
¥ 30,00 UT2
20,00 uT3
LI C+
10,00
0 HC-
0,00
T1 1p) T3 c+ C-
TRATAMIENTOS

ANALISIS DE LOS RESULTADOS:

Como lo indica el cuadro N° 8 el p-valor obtenido al comparar las varianzas de las
glicemias entre los diferentes grupos es menor al nivel de significancia del 1%

(0.01), por lo que posteriormente se realizd la comparacion mdltiple para ver que
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grupos de tratamientos eran iguales y cuales diferentes ya que el andlisis de
ANOVA simplemente nos indica que hay diferencia. Asi como lo indica
esquematicamente el cuadro N° 9, existen tres grupos estadisticamente diferentes
siendo, los tratamientos T1 (16mg/Kg), T2 (32 mg/Kg), T3 (64 mg/Kg) y C +
(Control Positivo con Acarbosa 0.71 mg/Kg), estadisticamente similares, y
significativamente diferentes con los grupos C — (Ningun tratamiento) y Grupo
Testigo o Blanco (No se indujo la sobrecarga ni se administro tratamiento alguno).
Y como se observa en la Grafica N°1 los porcentajes de disminucién de glucosa en
sangre en los grupos experimentales con los tratamientos asi como el grupo control

positivo (Acarbosa), indican una disminucién promedio del 45%.

CUADRO N° 10 ANOVA un factor datos agrupados glicemia a los 60 minutos

Anova Un Factor 60 minutos

Numero de Casos: 24

Suma de Cuadrado

Cuadrados G.L. Medio F-valor p-valor
Entre Grupos 117459.3333 5 23491.8667 174.2646 0.0001E-10
Dentro Grupos 2426.5029 18 134.8057
Total (corr.) 119885.8363 23

CUADRO N° 11 Comparaciones multiples Tuckey HSD 99% de confianza a los 60

minutos.
Grupos
N Media Homogéneos
B 4 88.2500 X
T3 4 170.5000 X
Cc + 4 183.5000 X
T2 4 187.5000 X
T1 4 201.7500 X

Cc - 4 326.0000 X
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GRAFICO N° 2 Grafica de la disminucion porcentual de glucosa en sangre en los

grupos experimentales con los tratamientos, a los 60 minutos

PORCENTAIJE DE DISMINUCION DE LA
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS:

Como lo indica el cuadro N° 10 el p-valor obtenido al comparar las varianzas de las
glicemias entre los diferentes grupos es menor al nivel de significancia del 1%
(0.01), rechazando con ello la hipotesis nula de igualdad de varianzas. Asi como lo
indica esquematicamente el cuadro N° 11, existen tres grupos estadisticamente
diferentes siendo, los tratamientos T1 (16mg/Kg), T2 (32 mg/Kg), T3 (64 mg/Kg)
y C + (Control Positivo con Acarbosa 0.71 mg/Kg), estadisticamente similares, y
significativamente diferentes con los grupos C — (Ningun tratamiento) y Grupo
Testigo o Blanco (No se indujo la sobrecarga ni se administro tratamiento alguno).
Y como se observa en la Grafica N°2 los porcentajes de disminucion de glucosa en
sangre en los grupos experimentales con los tratamientos asi como el grupo control

positivo (Acarbosa), indican una disminucién promedio del 43%.
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CUADRO N° 12 ANOVA un factor datos agrupados glicemia a los 120 minutos

Anova Un Factor 120 min

Numero de Casos: 24
Suma de Cuadrado
Cuadrados G.L. Medio F-valor p-valor
Entre Grupos 43629.8333 5 8725.9667 73.0034 0.0003E-7
Dentro Grupos 2151.5074 18 119.5282
Total (corr.) 45781.3407 23

CUADRO N° 13 Comparaciones multiples Tuckey HSD 99% de confianza a los

120 minutos.
Grupos
N Media Homogéneos

B 4 83.2500 X

T3 4 145.0000 X
T1 4 148.5000 X
T2 4 148.5000 X
C 4 165.7500 X
C 4 229.0000 X

GRAFICO N° 3 Grafica de la disminucion porcentual de glucosa en sangre en los

grupos experimentales con los tratamientos, a los 120 minutos
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS:

Como lo indica el cuadro N° 12 el p-valor obtenido al comparar las varianzas de las
glicemias entre los diferentes grupos es menor al nivel de significancia del 1%
(0.01), rechazando con ello la hip6tesis nula de igualdad de varianzas. Asi como lo
indica esquematicamente el cuadro N° 13, existen tres grupos estadisticamente
diferentes siendo, los tratamientos T1 (16mg/Kg), T2 (32 mg/Kg), T3 (64 mg/Kg)
y C + (Control Positivo con Acarbosa 0.71 mg/Kg), estadisticamente similares, y
significativamente diferentes con los grupos C — (Ningun tratamiento) y Grupo
Testigo 0 Blanco (No se indujo la sobrecarga ni se administro tratamiento alguno).
Y como se observa en la Grafica N°3 los porcentajes de disminucion de glucosa en
sangre en los grupos experimentales con los tratamientos asi como el grupo control

positivo (Acarbosa), indican una disminucion promedio del 32%.

GRAFICO N° 4 Grafica de la actividad hipoglicemiante de Justicia

chlorostachya, Curva de Tolerancia a la glucosa.
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS:

Como se puede observar en la grafica N° 4, existe una notable actividad
hipoglicemiante del extracto de Justicia chlorostachya a las dosis administradas
(T1 (16mg/Kg), T2 (32 mg/Kg), T3 (64 mg/Kg)) mostrando una notable eficacia
comparada con el medicamento administrado (Acarbosa), resultando ser un
potencial sustituto de este para el tratamiento complementario de la Hiperglicemia

en el estado diabético de una persona.

3.5. TOXICIDAD AGUDA Y ESTUDIO HISTOPATOLOGICO

El estudio de toxicidad aguda, no reporté ningin deceso de los animales de
experimentacion sometidos a las dosis administradas por via orogastrica (16, 32,
64 mg/Kg). Asi como su comportamiento fue normal a lo largo de la fase de estudio
ademas como se puede observar en el grafico N°5, la variacion de peso de los
grupos de estudio no presentd diferencia estadisticamente significativa al 95% de
confianza entre los grupos en tratamiento, pero si con el grupo testigo en el cual se
ve una elevacion de la masa corporal que sobrepasa el limite de control superior
estadistico, demostrandose con ello que existe una disminucion de peso a partir del
sexto dia, con la administracién de nuestro extracto desde la dosis mas baja, hecho
que corrobora la posible actividad inhibitoria de la a-amilasa intestinal, durante el
transcurso en el estudio de toxicidad aguda. Ademas se evalud la organotoxicidad a
nivel histolégico de los 6rganos farmacocinéticos mas representativos (Estdmago,
Higado, Rifion), resultando negativo para dafio histoldgico (Ver Anexo N° 2) a las
dosis administradas, resultado emitido por el Dr. Oswaldo Duque (Pat6logo
SOLCA-RIOBMABA). Con estos estudios realizados resulta ser segura y eficaz
nuestra planta a las dosis establecidas.
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GRAFICO N° 5 Variacion de la masa corporal vs. Tiempo
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES
Gracias al screening Fitoquimico realizado a Justicia chlorostachya se
concluye, que los metabolitos potencialmente activos, responsables de la
actividad farmacoldgica investigada y de otras mas, son los compuestos
fenolicos con prototipo Flavénico, los mismos que actdan en forma conjunta y
sinérgica con la matriz del extracto, encontrdndose los mismos en abundancia
en las partes aéreas de nuestra planta. Y diferenciandose notablemente en el
contenido de alcaloides con el espécimen de la selva colombiana, (Analisis
fitoquimico realizado en la Universidad Tecnologica de Choc6) de cuyo
estudio presentd una presencia moderada de los mismos. (53)
Después de un proceso de ambientacion, se logré inducir Hiperglicemia (>
250mg/dL) a ratones seleccionados aleatoriamente de cada grupo,
administrandoles una sobrecarga de sacarosa a una razon de 4g/Kg de peso,
excepto al grupo testigo o blanco
Se demostrd cientificamente a nivel pre — clinico in vivo, la actividad
hipoglicemiante del extracto hidroalcoholico de Justicia chlorostachya, a un
nivel de significancia estadistica del 99% y posterior analisis de comparaciones
multiples (Prueba de Tuckey HD), con los resultados de Glicemia obtenidos a
los 30, 60 y 120 minutos después de los respectivos tratamientos, indicando
gue existen tres grupos estadisticamente diferentes siendo:

e EI Grupo Control Positivo (Tratamiento con acarbosa 0.7 mg/Kg) y los
Tratamientos 1, 2 y 3 (16, 32, 64 mg/kg de EHA de Jc) un mismo grupo
estadistico, y el grupo testigo asi como el grupo control negativo los otros
dos grupos estadisticamente independientes.

e Con el anélisis de resultados de la seccion 3.4, concluimos, que los grupos
que recibieron el tratamiento con el EHA de Justicia chlorostachya desde la
dosis mas baja, presentan diferencia estadisticamente significativa con el

grupo Control Negativo (Sin tratamiento), afianzando con ello,
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cientificamente el conocimiento etnobotanico ancestral, sobre la actividad
hipoglicemiante de Justicia chlorostachya.

Con el analisis de los resultados de la seccion 3.4, los niveles de glucosa en
sangre, se normalizan mucho mas rapido en los grupos que recibieron EHA
de Justicia chlorostachya comparado con el Grupo Control Positivo
(Tratamiento con Acarbosa). Lo que indica que, Justicia chlorostachya.
posee una capacidad potencial innata, para igualar y mejorar al tratamiento
con acarbosa 0.7 mg/Kg. Concluyendo asi, que el tratamiento fitoterapico
con Justicia chlorostachya a razén de 16 mg/Kg, ejerce un efecto positivo y
nivelador, en el control metabdlico de los carbohidratos en el paciente
diabético, resultando ser un potencial sustituyente de la acarbosa en el
tratamiento cronico, y asi disminuir la probabilidad de niveles altos de
transaminasas provocadas por la ingesta prolongada de este oligosacarido
(acarbosa).

Gracias al metodo cientifico, empleado para la determinacién de la actividad
hipoglicemiante del EHA de Justicia chlorostachya, logramos
tentativamente evidenciar uno de los posibles mecanismos de accion, siendo
este, inhibidor de la actividad a-amilositica intestinal. Recalcando ademas
que por la representativa presencia de compuestos fenolicos tipo
Flavonoides, Justicia chlorostachya disminuiria los problemas vasculares-
degenerativos ocasionados por los EROs, provenientes de las mdaltiples
reacciones de oxidacién derivadas de un metabolismo imparcial de la
Glucosa a nivel sistémico-somatico, protegiendo asi al paciente Diabético de
forma sinérgica tanto por via metabdlica (Inhibidor de la a-amilasa) como
por via antioxidante (Capturador de Radicales Libres).

La actividad hipoglicemiante de Justicia chlorostachya comparada con
estudios realizados con Malmea depressa y Morus alba. nos indica que
nuestra planta posee un indice terapéutico mas seguro y efectivo que las
mencionadas especies, ya que gracias al estudio Estadistico (ANOVA-
Tuckey) realizado, los efectos hipoglucemiantes maximos se pueden
observar a los 60 minutos, a diferencia de los 120 minutos observados en los

estudios previos de las mencionadas plantas.
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4.4. Los grupos experimentales que recibieron el fitotratamiento, fueron sometidos
al estudio de Toxicidad aguda durante 14 dias (Método de Reed munch),
gracias a este estudio se determiné que a las dosis analizadas por via oral (16,
32, 64 mg/Kg), el EHA de Justicia chlorostachya, no resultd ser toxico,
confirméndolo posteriormente con el estudio histopatolégico donde los 6rganos
farmacocinéticos involucrados (Higado, Rifién, Estbmago) no presentaron dafio
en su parénquima (resultado emitido por el Dr. Oswaldo Duque patélogo
SOLCA-Riobamba), con lo cual se finiquita que el fitotratamiento administrado

es seguro y eficaz.



CAPITULOV

5. RECOMENDACIONES

5.1. No se recomienda la muerte por asfixia con éter etilico, ya que el mismo
provoca vaso-congestion hecho que se lo evidencia al realizar la diseccion y cortes

histoldgicos.

5.2. Es menester motivar la realizacion de experiencias posteriores que
fortalezcan el presente trabajo de investigacion, para determinar otros mecanismos
de accion sobre la actividad hipoglicemiante, ya que muchas plantas con dicha

actividad no acttan solo por una via metabolica sino por varias.

5.3. Se recomienda que se afine las investigaciones a nivel de estudio por
fracciones (fendlica), con el objetivo de analizar si en las mismas persiste o no la

actividad farmacoldgica demostrada en el presente trabajo.

5.4. Establecer un método analitico para el aislamiento y cuantificacion de
los flavonoides presentes, los cuales mostraron una buena separacion en TLC. Lo
que serviria posteriormente, en la elaboracion de protocolos de calidad vinculados a

marcadores quimicos a nivel cuantitativo.

5.5. Usar el extracto hidroalcoholico de Justicia chlorostachya como materia
prima para la elaboraciéon de formas farmacéuticas solidas, constituyendo asi un
fitomedicamento o medicamento hibrido (natural y sintético), que permitan mejorar

la calidad de vida del paciente diabético de forma sinérgica y segura.

5.6. Deberia estudiarse ademas, otras actividades farmacoldgicas derivadas
del presente trabajo vinculdndose a la riqueza de compuestos fendlicos de nuestra

planta.



CAPITULO VI

6. RESUMEN

Determinacién de la actividad hipoglicemiante de la Insulina vegetal (Justicia
chlorostachya Leonard). En ratones con hiperglicemia inducida (por sobrecarga de
sacarosa a una relacién de 4 g/Kg de peso), la misma que se realiz6 en el Bioterio de
la Escuela de Bioguimica y Farmacia de la ESPOCH.

Con la aplicacion del método Empirico-Analitico, el material biolégico (ratones
albinos de 30-40 g de peso) se dividié en 6 grupos denominados RG1: Control
negativo, RG2: Control Positivo (Acarbosa 0.7mg/Kg), RG3: Dosis 1 (16 mg de
Jc/Kg), RG4: Dosis 2 (32 mg de Jc/Kg), RG5: Dosis 3 (64 mg de Jc/Kg), RG6:
Testigo. Evaluandose la glicemia a los 0, 30, 60 y 120 minutos después de la
sobrecarga de sacarosa, mediante tiras reactivas empleando el Glucometro Prodige.
Los datos asi obtenidos se analizaron estadisticamente mediante ANOVA un factor
con datos agrupados y prueba de Tuckey HSD (Honestly Significant Difference) a
un intervalo de confianza del 99%. Los resultados muestran claramente el efecto
hipoglicemiante del extracto hidroalcéholico de Justicia chlorostachya, recalcando
que desde la dosis méas baja administrada 16 mg/Kg de peso, resultd ser un
potencial sustituyente e igualmente eficiente que el tratamiento con Acarbosa
(0.7mg/Kg de peso) con un p-valor de 1 x 10™**. Ademés se evidenci6 con el estudio
toxicoldgico e histopatologico que las dosis administradas resultaron ser atoxicas, e
histolégicamente seguras sobre los o6rganos farmacocinéticos involucrados
(Estomago, Higado, Rifion).

Concluyo de esta manera que, el uso etnobotanico que se le ha dado a la Insulina
vegetal, como agente hipoglicemiante, queda cientificamente comprobado con la
presente investigacion, y ademas que los metabolitos secundarios protagonistas en
dicha capacidad farmacoldgica son compuestos Fenolicos con prototipo Flavonico.
Recomiendo que a partir de este trabajo cientifico, se prosigan futuras
investigaciones sobre Justicia chlorostachya, que contribuyan a mejorar el estilo de

vida del paciente diabético.
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SUMMARY

This thesis deals with the determination of the hypoglycemic activity of the vegetal
insulin (Justicia chlorostachya Leonard ) in mice with induced hyperglycemia (because
of overload of sucrose at 4 g / kg weight relationship), carried out at the Bioterio of the
Biochemistry and Pharmacy School of the ESPOCH.

With the application of the empiric-analytical method, the biological material (30-40 g
albino mice weight) was divided into 6 groups named RG1: Negative control, RG2:
Positive Control (Acarbose 0.7mg/Kg), RG3: Dose 1 ( Jc 16 mg / kg), RG4: Dose 2
(32 mg of Jc / kg), RG5: Dose 3 (64 mg of Jc / kg), RG6: Witness. Evaluating
Glycaemia at 0, 30, 60 and 120 minutes after sucrose overload, through reactive strips

using Glucometer Prodige.

Data obtained this way were analyzed statistically through ANOVA a factor with
grouped data and the Tukey test HSD (Honestly Significant Difference) at 99%
reliability interval. The results clearly show the hypoglycemic effect of the hydro
alcoholic extract of Justice chlorostachya, stressing that from the lowest dosage 16 mg /
kg weight, it proved to be a substituting potential as efficient as the treatment with
acarbose (0.7mg/Kg weight) with 1x10™* p-value. Moreover it was evident that with the
toxicological and hystopathological study the administered dosages proved to be atoxic,
and histologically safe over the pharmacokinetic organs involved (Stomach, Liver,
Kidney).

It is concluded that the ethnobotanic use given to vegetal insulin, as a hypoglycemic
agent, is scientifically testes with the present investigation, and that the protagonistic
secondary metabolites in such a pharmacological capacity are phenolic compounds with

flavonoid prototype.

It is Recommended from this scientific work, to continue further investigations on

Justicia chlorostahya, so as to contribute to improve the lifestyle of the diabetic patient,
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CAPITULO VII

ANEXOS

ANEXO 1: CAUSAS DE MORTALIDAD EN EL ECUADOR SEGUN INEC

1 E14  DIABETES MELLITUS 3510 58 254
2 ENFERMEDADES CEREBROVASCULARES 3408 57 247
3 ENFERMEDADES HIPERTENSIVAS 3265 54 237
= INFLUENZA Y NEUMONIA 3187 5.3 231
| I ENFERMEDADES ISQUEMICAS DEL CORAZON 2760 46 20
| 6 ACCIDENTES DE TRANSPORTE TERRESTRE 2691 4.5 19.5
| &= — 2479 i 18
B Ml rvenocouoenions £t = ju
| & K70-K76  CIRROSIS Y OTRAS ENFERMEDADES DEL HIGADO 1792 3 13
~ 10 NOO-N33  ENFERMEDADES DEL SISTEMA URINARIO 1761 29 12.83
TT11__ C16___ NEOPLASIAMALIGNADELESTOMAGO 1664 238 121
%  iFiohe FRTANICOOEIORGNVGIINATONR0. 4o 21 "
ENFERMEDADES CRONICAS DE LAS VIAS
13 J40-J47 RESPIRATORIAS INFERIORES 170 19 85
INTENCIONALMENTE
14 X6oxg4  LESIONES AUTOINFUNGIDAS 929 18 67
15 Co1-Cop NEOPLASIA MALIGNA DEL TE/IDO LINFATICO. 847 4 6.1
! v = -
18 146 PARO 811 14 59
17 A40-A41  SEPTICEMIA 768 3 56
18 C61 NEOPLASIA MALIGNA DE LA PROSTATA 167 1.3 5.
19 C53-C55  NEOPLASIA MALIGNA DEL UTERO 708 12 5
ENFERMEDAD POR VIRUS DE LA
20 B20-B28. O COEFICENCIA il 679 1.1 49
21 A15-A19  TUBERCULOSIS 668 1.1 4.8
22 D50.D53  E43554 DESNUTRICION Y ANEMIAS NUTRICIONALES 647 11 47
2 Q00-Q99  MALFORMACIONES CONGENITAS DEFORMIDADES Y 644 11 47
2 C33C34 wmo&umummv 634 11 46
2 2 NEOPLASIA MALIGNA DEL HIGADO Y DE LAS VIAS 624 1 45
BILIARES

http://www.panassessor.com/10mortECU.html



ANEXO 2: ESQUEMA DIDACTICO DE LA INHIBICION DE LA o-
AMILASA

' R
| - Sitle Active
S
W,

FOTOGRAFIA N°12 Control de calidad de la materia vegetal
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ANEXO 4: TAMIZAJE FITOQUIMICO

FOTOGRAFIA N°13 Obtencién de los extractos hidroalcéholico de Jc.

FOTOGRAFIA N°14 Condiciones concentracién del extracto.



FOTOGRAFIA N°15 Obtencion de los subextractos

FOTOGRAFIA N°17 Reactivos para el tamizaje
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FOTOGRAFIA N°18 Reaccion positiva para Flavonoides Shinoda.

FOTOGRAFIA N°19 Reaccion positiva para Cianidinas

FOTOGRAFIA N°20 Reaccion positiva para compuestos Fenolicos
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FOTOGRAFIA N° 21 Reacciones para alcaloides

FOTOGRAFIA N°22 Reaccion positiva para Terpenos esteroidales

FOTOGRAFIA N°23 Reaccion positiva para Saponinas
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ANEXO 5. VARIAS FOTOS DURANTE EL DESARROLLO DE LA
INVESTIGACION
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ANEXO 6. LECTURAS HISTOPATOLOGICAS DE ORGANOS
FARMACOCINETICOS.

FOTOGRAFIA N°25 Corte Histologico de Higado, Parénquima Hepatico RG1,
HE 40X
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FOTOGRAFIA N°26 Corte Histoldgico de Rifion, Tabulos renales RG1, HE 40X

FOTOGRAFIA N°27 Corte Histoldgico de higado, Parénquima hepéatico RG2,
HE 40X
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FOTOGRAFIA N°29 Corte Histoldgico de Rifién, Tubulos renales, Glomérulo,
capsula de Bowman RG2, HE 40X.
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FOTOGRAFIA N°30 Corte Histoldgico de Estomago, mucosa gastrica glandulas
mucosecretoras RG3 HE 40X.

FOTOGRAFIA N°31 Corte Histologico de Estomago, mucosa gastrica glandulas
mucosecretoras RG3 HE 40X.
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FOTOGRAFIA N°32 Corte Histologico de Rifion, glomérulo renal, capsula de
Bowman. RG3 HE 40X
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ANEXO 7. BASE DE DATOS PARA EL ANALISIS ESTADISTICO DE LA
VARIACION DE LA MASA CORPORAL DE LOS ANIMALES DE
EXPERIMENTACION DURANTE EL ESTUDIO DE TOXICIDAD AGUDA.

DOSIS 16 mg/Kg GRUPO 32 mg/Kg GRUPO 64 mg/Kg GRUPO TESTIGO
pi| peso |Reiaci|pi| peso |Reiaci|pi| peso |Reiaci|pi| peso | ReLac
A| PROM | oN |A| PROM | ON |A| PROM | ON | A| PROM | oON
1 3362 1,00 |1 3024 100 |1 3372 100 |1 3015 1,00
2 3378 100 |2 3015 100 |2 3369 1,00 |2 299 0,99
3 3258 097 |3 3005 099 |3 3324 099 |3 301 1,00
4 3251 097 |4 2968 098 |4 3325 099 |4 3025 1,00
5 3235 09 |5 298 099 |5 3298 098 |5 3037 1,01
6 31,88 095 |6 2965 098 |6 328 097 |6 3049 1,01
7 3244 096 |7 297 098 |7 3295 098 |7 3037 1,01
8 3232 09 |8 2984 099 |8 331 098 |8 3056 1,01
9 3237 09% |9 294 097 |9 3284 097 |9 3049 1,01
10 3219 096 |10 2964 098 |10 3275 097 |10 3067 1,02
11 3229 096 |11 2941 097 |11 3287 097 |11 3052 1,01

12 3233 096 |12 2938 097 |12 3264 097 |12 307 @ 1,02
13 3228 096 |13 2925 097 |13 3259 097 |13 3065 1,02
14 3235 096 |14 2915 09 |14 3248 096 |14 3072 1,02

CONTROL ESTADISTICO POR ATRIBUTOS

LCS Lcl Peso Medio

1,01 0,96

0,98
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ANEXO 8. REPORTE DE RESULTADOS HISTOPATOLOGICOS EMITIDO
POR EL DR. OSWALDO DUQUE (ANATOMO-PATOLOGO SOLCA-
CHIMBORAZO)

Riobamba 23 de octubre 2011

REPORTE HISTOPATOLOGICO

Se analizé los cortes histolégicos correspondientes a Estémago, Higado
y Rifidn pertenecientes a ratones de experimentacién, cuales recibieron
distintos tratamientos conforme a Dosis administradas por via
orogdstrica, encontrandose Ilos siguientes resultados a nivel de
parénquima gastrico, hepdtico y renal respectivamente.

‘Tratamiento (mg/Kg) | P. Gastrico | P. Hepdtico | P. Renal |
16 S.D [s.D 5.D

32 S.D D S D

N
(
ololo

0y
"1
NI

*S.D= Sin dafio al parénquima

Recalcando que se encontrd en todos los casos congestion vascular
debida a la forma de muerte.

OMOPATOLOGO
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ANEXO 9. DATOS DE LA ACTIVIDAD HIPOGLICEMIANTE DE ESTUDIOS
REALIZADOS DE Malmea depressa y Morus alba

E75) A. Andrade-Cetto et al. / Journal of Ethnopharmacology 100 (2005) 319-322

Table 1

Effect of oral admunistration of extracts of Malmea depressa root on plasma glucose concentration in diabetic rats

Treatments Blood glucose levels (mg/dl) + standard emror

Time (min) TO T60 T120 T180
Coutrol (+) no diabetic (vehicle) 131 & 6a 143 + 2a 137 + 3a 132 & Sa
Control (—) (vehicle) 410 & 10a’ 408 + 25! 413 £ 19! 442 & 1227
Glibenclamide (3 mg/Kg bw) 418 £ 112’ 349 + 26a’ 317 + 28v° 318 + 19%°
Metformin (14.16 mg/Kg bw) 390 + 20a! 308 + 192! 260 + 1667 239 & 23?
Malmea depressa squecus extract (40 mg/Kg bw) 411 £ 112’ 344 £ 162" 268 + 216° 296 + 286°
Malmea depressa aqueous extract (80 mg/Kg bw) 408 & 17a’ 328 4 7a! 329 4 14a! 306 4 17°
Malmea depressa etanolic extract (113 mg/Kg bw) 407 £ 122! 324 & 148! 277 £ 14%° 248 + 1167
Malmea depressa butanolic extract (80 mg/Kg bw) 397 = 172! 347 =17 313 & 200° 316 + 120°

The values represent the mean + S E M as compared with control time tntervals. Different letters in the same row, indicate statistical differences as compared
to time 0, different numbers on the same column indicate statistical difference against the control group, all significances at least p < 0.05.

4. Discussion
Our ethnopharmacological studies as well as our expern-
mental ical data confirm that Malmea depressa

shows clear hypoglycemuc activity which 1s i accordance to
the traditional use in Yucatan state as an infusion of the root
for the treatment of diabetes type 2.

The diabetes induction by STZ and the use of ghben-
clamide and metformin m this animal model were discussed
previously (Andrade-Cetto et al., 2000; Andrade-Cetto and
Wiedenfeld, 2001; Andrade-Cetto and Wiedenfeld, 2004).

All three extracts (aquous, ethanolic, butanolic) of
Malmea depressa root produce a hypoglycennc effect i rats.
The water extracts show a significant activity after 120 mun;
the higher dosage shows a higher activity compared with
the lower one at 60 min. The maximum effect of both water
extracts was observed after 180 nun of treatment.

Our preparations given in the animal model 1s equivalent to
the usage given daily traditionally to man (dosage of 80 mg/kg
WE mnrat=36 g/1 WE in man). Besides the already discussed
admunistration as an “agua de uso™ we tested the acute effect
of Malmea-extracts, too.

Therefore we included as a single-dose the application of
40 mg/kg (in rat= 18 g/l in man) in our study. Sinulanily, the
ethanolic extract was administered. The results of our testings
are shown in Table 1.

As we could determine m all extracts the same compounds
Wmmnmmmmm
nected with the pharmacological activity.

mmmumwmum
of the activity of the extracts as well as for isolated compound.

and ethnopharmacological aspects, to M.V.Z. Mario Sonano-
housing the animals. This work was partially supported by
DGAPA, PAPIIT project IN204703.
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Effect of Morus aiba (MRBF-3) oral administration on body weight (g), serum glucose (mg/dl), serum insulin hormone (pU/ml) and kipid peroxides production,

described as amol TBARS/m! serum tn STZ-diabetic treated rats

Control (untreated) STZ disbetic rats STZ-diabetic ruts fed on MRBF-3
Body weight (g) 230 £3.77 207 +249° 22598 + 206'
Serum glucose (mg/dl) 14345 £ 784 37877 £872° 15507 + 835"
Serum msulin (pU/ml) 1718 £ 1.49 10.75 + 028" 15.58 + 0.25'
Lipsd peronides 529+0m2 626 + 081" s13+067

n—nmw-—tuu (n=10).
* Sigoificantly different from controls (P < 0.05).
! Significantly different from dabetsc control (P < 0.05).

to the normal control rats (Table 1). On the contrary, the STZ-
duabetic rats fed on MRBF-3 showed a significant decline in
serum glucose level to a value of 155 mg/dl, P<0.05 (which
was nearly simular to those of normal control group) as com-
pared to STZ-diabetic rats (Table 1). Consequently, serum m-
tion of MRBF-3 to STZ-dabetic rats (15.6 puU/ml; P<0.05),
as compared with STZ-mduced diabetic rats (10.8 wU/ml;
P <0.05) (Table 1).

The production of lipid peroxides was significantly de-
creased n MRBF-3 treated STZ-dwabetic rats from 6.3 to
5.1nmol TBARS/ml serum; P<0.05. The hpid peroxides
was 53nmol TBARS/ml serum for normal control rats,
P<0.05 (Table 1).

4. Discussion

Asian and Egyptian mulberry tree (Morus alba, Morus
australis, Morus bombycis, Morus mongolica and Morus
thou) is a canchdate of promising drugs, because the plant
has been widely cultivated in many countries and has been
traditionally used in treatment of several diseases (Nomura,
1988; Chen et al , 1995).

Fractionation of 70% alcohol extract of Morus alba root
bark over cellulose column chromatography using H>O, 50%
MeOH and MeOH yielded three fractions, F-1, F-2 and F-3,
cated that F-3 was the nchest one of flavonoids and was mora-
noline free. Therefore, this fraction (MRBF-3) was subjected
to in vivo screening. It showed a promising hypoglycemic and
mhibition of lipid peroxidation activities. So, it was subjected
to chromatographic purification using different techniques in
order to 1solate its main constituents.

Four mam flavonoids with one or two 1soprenoid groups
(log P=5-9)* as well as a 2-arylbenzofuran (log P=2.4)
were isolated and identified. These compounds may be at-
tnbuted to the fact that the phenolic contents of Morus alba
root bark extract act as free radical scavengers (Fukai et al |

4 1-Octapol-water partition coefficient (log 7): data from database of
Chemical Abstract Service (SciFinder Scholar) These log P were calculsted

2003; Nomura et al., 1977, 1980; Sharma et al., 2001)° that

anise as a result of STZ-intoxication, resulting i alleviating
h_mdmmm.nummu

prepared from the leaves of Argentine mulberry tree, Morus
insignis (Basnet et al, 1993). Furthermore, some Morus
flavones with a prenyl group at C-3 position have mhibitory
potency agamst aldose reductase (Yamaguchi et al, 1991).
It could be considered that hypoglycemic action of Morus
root bark (Chen et al , 1989, 1995) 1s due to synergistic or
additive action of moranolme (1-deoxynojinmycin), morans
(glycopeptides), hydrophobic flavonoids (flavones and fla-
vanones) and 2-arylbenzofurans.

The 1.p. mjection of streptozotocin m a dose of 60 mg/kg
b.wt. mto rats resulted in a state of type 1 diabetes mellitus
(Shanifi et al., 2004). Ten days after STZ treatment, the dia-
betic rats exhibited a state of severe hyperglycemia as com-
pared with normal control group as shown in Table 1.

Poor general conditions of the STZ-diabetic treated
rats were observed. A significant decrease m body weight
(1 —11%) was observed 10 days after STZ treatment when
compared with intact normal control rats. It was observed
that oral administration of MRBF-3 for 10 days normalized
the body weight loss (1+9%) elicited by STZ. The MRBF-3
treated STZ-diabetic rats showed significant nse mn body
weight to a value that was nearly similar to the intact control
rats. This finding was i close agreement with that of other
mvestigators (Junod et al, 1969; Craft and Failla, 1983;
Failla and Kiser, 1981, Schwechter et al., 2003), who noticed
a body weight gain upon improvement of the diabetes status.

The metabolism of glucose, protemns and lipids is abnor-
mal in diabetes due to insulin secretion defect, leading to
vanous metabolic disorders (Genuth, 1973, Goldstein et al.,
2004) and complications (Saudek and Eder, 1979; Kannel
and McGee, 1979). The STZ-diabetic rats elicited a signifi-

% The main flavoncid of MRBF.3, morusin (1), gives a minor pyra-
soflavooe (£)-aeccyclomorusin (3) by a radical reaction via a hydroperoxide
with same skeletal structure of 3, On the other hand, (+)-cyclomorusin (2)
1 denived from 1 by the madical reaction under oxygen-free condstions. One
of the roles of morusin (1) in the plants is presumably an antioxidant, a
quencher of radical chams reactions.



cant elevation of serum glucose by 1+265% associated with
a decrease mn serum insulin by | —58%, mdicating that thear
pancreatic B cells were ureversibly damaged.

Our data indicated that the oral administration of MRBF-
3 for 10 days (600 mgkg ! day ') to the STZ-diabetic rats
showed a significant reduction in serum glucose by | —41%
and an mcrease in serum mnsulin level by +44% as compared
to STZ-diabetic rats.

Lipad peroxidation 15 a marker of cellular oxidative dam-
age iitiated by reactive oxygen species (Farber et al., 1990).
It was reported that diabetics are highly sensitive to oxida-
tive stress (Pritchard et al | 1986; Baynes, 1991, Urano et al |
1991). In STZ-diabetic animals, the STZ generates nitnc ox-
1de, which 1s a powerful free radical oxidant (Kwon et al.,
1994) results in an increase in serum level of lipid peroxides
due to oxidation of cells (Wakame, 1999). The STZ-diabetic
rats exerted a significant elevation of lipid peroxides (ex-
pressed as nmol TBARS/ml serum) by 1-+15% as compared

to the normal control. The production of lipid peroxides was
significantly decreased in MRBF-3 treated STZ-diabetic rats

by | —22% as compared to STZ-diabetic rats (Table 1). In this
expeniment, the oral admmustration of the extract of Morus
alba root bark (MRBF-3) suppresses the elevation of hipid
peroxides in STZ-diabetic rats compared with control. The
data included in this work suggested that MRBF-3 prevents
cellular damage induced by STZ via mhubition of lipid per-
oxidation possibly through antioxidant mechanisms due to
its high flavonoids content, which is in accordance with the
reported data on this kind of compounds (Oh et al., 2002), as
well as it preserves the capability of msulin secretion. Also,
this finding was in accordance with the work done by Coskun
et al. (2005) who reported that a natural antioxidant flavonol
(quercetin) has protective effect in diabetes by decreasing ox-
1dative stress and preservation of pancreatic B cell mtegrity. In
our study however, we demonstrated the presence of five phe-
nolic compounds in the active extract; the data of these com-
pounds as hypoglycemic agents are not reported here. So, fur-
ther detail experiments are requred to clarify the role of these
flavonoids and 2-arylbenzofuran as hypoglycemic agents.

5. Conclusions

tion of 70% alcohol extract of the Morus alba root bark can
recover from STZ-induced diabetes in rats. The fraction may
protect pancreatic B cells from degeneration and diminish
lipad peroxidation of cells. However, further ment investiga-
tions mcluding chinical study are necessary in the future to
confirm this hypothesis.
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