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RESUMEN

En la investigacion se evalud la actividad hipoglicemiante del extracto de las hojas de
Oreocallis grandiflora, en Ratas (Rattus norvegicus) por inhibicion de alfa-amilasa,
realizada en el Bioterio de la Escuela de Bioquimica y Farmacia de la Facultad de
Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

Se aplicd técnicas analiticas espectrofotométrica para estimar la cantidad de flavonoides
totales; métodos de extraccion para purificar los componentes activos, preparacion del
extracto acuoso para la administracion. En un lapso de 30 dias, se realizé la evaluacion
el estudio del extracto acuoso en 6 grupos de 5 animales de Ratas machos: grupo blanco
no se administrd ninguna sustancia; grupo control negativo, administracion solo
almidon 2g/kg de peso; grupo control positivo, almidon 2g/kg y acarbosa 50 mg/Kg
peso; grupo concentracion baja, solucion de almidén y 0.02 mg/mL del extracto; grupo
concentracion media, solucién de almidén y 0.04 mg/mL del extracto y grupo
concentracion alta solucién de almidén y 0.08 mg/mL del extracto. Las muestras para la
medicién de glucosa fueron tomadas en intervalos de dias (dia 1, 5, 15 y 30) y en cada
dia se midieron en tiempos determinados a los 30, 60, 90 y 120 minutos después de la
administracion de los sustratos; se midieron los niveles de colesterol y triglicéridos en
intervalos de tiempo (dia 1, 5, 15 y 30).

La accion farmacoldgica empieza a producir a partir de la concentracion de 0.04
mg/mL, y a una concentracion de 0.08 mg/mL su accion farmacoldgica es similar a la
del medicamento que se encuentra en el mercado (Acarbosa). No presentd niveles de
toxicidad aguda, esto se pudo verificar mediante un analisis de los &rganos
farmacocinéticos implicados (estdbmago, higado y rifién).

En conclusién la accion farmacoldgica del extracto de Oreocallis grandiflora sobre la
disminucion de glucosa en sangre es efectiva y segura, porque no produce ninguna
toxicidad en diferentes concentraciones.

Se recomienda poder darle una forma farmacéutica del extracto con posteriores criterios
de industrializacion dirigida en especial a los pacientes que padezcan de Diabetes

mellitus tipo 2.



SUMARY

In this investigation the activity of the hypoglycemic extract of Oreocallis grandiflora
was evaluated in Rats (Rattus norvegicus) by the inhibition of alpha amylase, the
School of Biochemical and Pharmacy under the Faculty of Sciences of Superior
Technical Colles of Chimborazo.

Spectrophotometric analytic techniques were applied to estimate the total amount of
flavonoids through methods of extraction to purify the active components, and
preparation of watery extract for administration. For a period of 30 days, an evaluation
of the study of the watery extract was carried out in 6 groups of 5 male rats. The white
group was not administration any substance. The negative control group was
administered only a starch solution of 2 g/Kg. The positive control group was given 2
0/Kg and 50 mg/Kg of acarbose. The low concentration group was given the starch
solution and 0.02 mg/mL of the extract. The medium concentration group was
administered the starch solution and 0.04 mg/mL of the extract. The high concentration
group was given the starch solution and 0.08 mg/mL of the extract. The samples for
measurements of glucose were taken in intervals of days (day 1, 5, 15 and 30) and
everyday they werw taken at set times of 30, 60, 90 and 120 minutes after the
administration of the substrates. The levels of cholesterol and triglycerides were
measure at intervals of times (day 1, 5, 15 and 30).

The pharmacologic scope beging to produce after the concentration amount of 0.04
mg/mL and with a concentration of 0.08 mg/mL it’s pharmacologic scop is similar to
that of medication found on the market (acarbose). There were no levels of acute
toxicity found. This can be verified through an analysis of the implied pharmacokinetic
organs (stomach, liver and kidneys).

In conclusion the pharmacologic scope of the Oreocallis grandiflora in relation to the
decrease of glucose in blood is effective and safe because it produces no toxicity at
diferent concentration levels.

It’s 1s recommended that the extract be given in a pharmaceutical form with past criteria
of industrialization direct especially for patients who suffer from type 2 Diabetes
Mellitus.



INTRODUCCION

A nivel mundial alrededor de unos 366 millones de personas presentaron diabetes en el
afio 2011, mas de la tercera parte son del DM tipo 2, de acuerdo con datos que otorga el
Atlas de la Federacion Internacional de Diabetes (FID). De acuerdo con los datos
obtenidos, esta organizacion calcula que para el afio 2030 habra un exceso de mas de los
550 millones de individuos que presenten esta enfermedad. La mayoria de las personas
con diabetes se encuentran en la edad de 40 y 59 afios. Esta entidad alerta de que dicha

enfermedad adquiri6 4.6 millones de vidas en el afio 2011 (FDI. 2013).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) tiene claro el incremento incontrolado de
esta enfermedad por lo que ha creado diferentes planificaciones para tratar de ayudar a

la poblacion y mejorar su estado de vida.

El trabajo de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) se fomenta con varias
estrategias como promulgar a una alimentacion sana que esté acompafiada de ejercicio
fisico. Con esto se piensa que se reduciria en cantidad considerable el sedentarismo, el
exceso de peso y una salud estable en las personas (OMS. 2013).

La Diabetes Mellitus en el Ecuador es considerada actualmente como la epidemia del
siglo, factores como la obesidad y el estilo de vida inadecuada estdn provocando un
aumento en la prevalencia de esta patologia considerada actualmente como la primera

causa de muerte en nuestra poblacion (MSP. 2013).

De acuerdo a los datos provenientes de la notificacion mensual de epidemiologia del
Ministerio de Salud Publica, en el Ecuador la enfermedad de la Diabetes Mellitus ha
experimentado un incremento sostenido en el periodo 1994-2009, ascento notable mas
pronunciado en estos tres Gltimos afios. Para el 2009, los casos notificados fueron de
68,635. La afectacion de la enfermedad de DM, se encuentra con mayor nivel en la
region costa y no se queda por mucho la region insular, cabe destacar que también las
personas mas propensas a ser afectados por esta enfermedad son las mujeres (MPS.
2013).



La utilizacion de remedios caseros o de plantas medicinales que son utilizados con el
proposito de controlar los niveles séricos de glucosa en sangre, han tenido un gran auge

en esta Ultima década, con la finalidad de tener una gama de medicina natural.

Por otra parte debido al gran costo que implica el tratamiento de un paciente por
consumir diferentes medicamentos, que llega alrededor de 465.000 millones de dblares
en el afio 2011, (FDI) (38), es necesario también buscar diferentes medidas que
coadyuven a mejorar los sintomas de las personas afectadas con esta enfermedad
cronica, y que mejor que se pueda explotar de una manera considerable lo etnobotanico
de nuestro pais, reduciendo ampliamente los gastos que adjudican el presentar dicha
enfermedad, para con ello mejorar su estado de vida tanto personal como el de sus

familiares.

A més de estas plantas medicinales también en la ciudad de Loja se ha realizado un
estudio con diferentes especies de plantas entre ellas la Oreocallis grandiflora, cuyo
resultado del experimento realizado in vitro, dedujo la actividad hipogluceminate, a
través de la inactivacion de enzimas amiloliticas como a-amilasa y a-glucosidasa, con el
proposito de disminuir el metabolismo de los hidratos de carbono, para mantener a los
pacientes normoglicémicos, y asi reducir en los mas posible las afectaciones que
conlleva el presentar Diabetes Mellitus. Este trabajo investigativo servié como base
para el desarrollo de mi investigacion in vivo, y concordando con las conclusiones
obtenidas dando asi una relevancia en la aplicacion de este gran vegetal para la
utilizacion en una enfermedad cronica que avanza con niveles de mortalidad a pasos

gigantes (Alejandro-Espinoza M. 2012).

Por otro lado en lo que compete al método utilizado sobre la determinacion posprandial
de glucosa, se tom6 como guia el estudio publicado por La Sociedad Real de Quimicos
publicados en el 2011, en la que utilizaron almiddn soluble disuelto en solucion salina
para producir la hiperglicemia y cuya determinacion se fundamentan en el célculo del

Area Bajo la Curva en tiempos determinados. (Ashok K. et al, 2011).



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 DIABETES

La Diabetes proviene del griego atravesar ya que se creia que el agua pasaba a través del
paciente como un tubo sin retencion del organismo. El agua ingerido pasaba
rapidamente a los rifiones siendo excretados por la orina, es por ello los sintomas de

poliuria y polidipsia (L6pez M. et al. 2006).

La Diabetes Mellitus (DM) es una agrupacion de enfermedades o trastornos metabélicos
caracterizado por el aumento de glucosa en la sangre lo que se conoce como
hiperglicemia, producido por una falta de elaboracion de la hormona insulina, o tal vez
por una falta de interaccion entre los carbohidratos metabolizados y la insulina, o

también con las proteinas y los lipidos (Toumiletho J. 2001).

Los principales sintomas de la Diabetes son: poliuria (exceso de orina), polifagia
(incremento de la necesidad de comer), polidipsia (aumento de la necesidad de tomar

agua) y disminucion en el peso corporal sin motivo (OMS. 2013).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establece tres tipos de DM: Diabetes
Mellitus tipo 1, Diabetes Mellitus tipo 2 y Diabetes Gestacional (que se da en la etapa
de gestacion), cada una se caracteriza por diferentes tipos de sintomas cada una con

diferentes causas y diferentes influencias.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) calcula que en el afio 2002 habia en el
mundo, por cada 100.000 habitantes, unas 3.000 personas con DM vy se producian 190
nuevos casos al afio. Las previsiones de la OMS para el afio 2030 son de 366 millones
de diabéticos en todo el mundo. La mayoria de ellos seran DM tipo 2; esta afeccion

alcanzara dimensiones de autentica epidemia en los paises desarrollados.



El aumento considerable se le adjudica al sobrepeso, sedentarismo, al incremento en las
personas ancianas, y la mala alimentacion. Cuantificar la prevalencia y el nimero de
personas afectadas por la Diabetes es, por lo tanto, clave para la planificacion y la
distribucion de recursos (Ruiz M. 2006).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) comunica que la enfermedad se puede dar
por diferentes causas que puede incluir por influencia ambiental y trastornos genéticos,
también se debe a los antecedentes familiares que hayan presentado DM, sedentarismo

y sobrepeso, gestacion, ansiedad o estrés (OMS 2013).

En el Ecuador, la DM es la primera causa de muerte en el afio 2011 segun informes de
estadistica de INEC; la ministra de salud, Carina Vance, asegurd que el incremento de
casos de Diabetes, estd siendo de manera acelerada, y ha propiciado que esta
enfermedad se ubique como la primera causa de muerte en este pais. Si bien en el afio
2001 el sindrome metabdlico en el pais ocupaba el sexto lugar entre las principales
causas de fallecimiento, desde el afio 2011 estd en la primera posicién, 6 de cada 10
ecuatorianos, mayores de 19 afos tienen sobrepeso y obesidad, y 3 de cada 10 en edad
escolar (MSP 2013).

1.1.1 CLASIFICACION

En 1997 la Asociacion Americana de Diabetes (ADA), promulgd una clasificacion que
estd en vigencia. Se basa fundamentalmente en su etiologia y caracteristica
fisiopatoldgica. Se incluyen cuatro niveles de personas que padecen de la enfermedad.
(Asociacion Latinoamericana de Diabetes. 2006)

1. Diabetes Mellitus tipo 1

2. Diabetes Mellitus tipo 2

3. Otros tipos especificos de Diabetes

4. Diabetes Gestacional



1.1.1.1 Diabetes Mellitus tipo 1 (DM 1)

Diabetes Mellitus tipo 1 (DM 1) se le conocia anteriormente como diabetes
insulinodependiente o diabetes de inicio juvenil, es un trastorno autoinmune que implica
la destruccion de las células por (activado células y macréfagos C04 + C08 +y T) que
infiltran los islotes pancreaticos (Ahmad S. 2012).

En la DM 1 las células beta del pancreas se destruyen lo que induce a la insuficiencia de
produccion de insulina. EI diagndstico en los pacientes se determina en la etapa de la
pubertad, y la Gnica forma de tratamiento es la administracion de insulina para que la
persona pueda vivir por un periodo mayor de tiempo (Asociacion Latinoamericana de
Diabetes. 2006).

1.1.1.2 Diabetes Mellitus tipo 2 (DM 2)

Este es el tipo mas comun de Diabetes, que corresponde a 85-90% de los casos en el
mundo. La hiperglicemia esta causada por una combinacion de deficiencia de secrecion
de insulina y su accion. Un fallo progresivo de las células beta es una caracteristica
importante de la enfermedad. Una destruccion inmunoldgico rara vez progresa a un
punto en el que el paciente se convierte en dependiente de insulina para sobrevivir. La
cetoacidosis es poco frecuente y por lo general asociada con la Diabetes Mellitus. La
enfermedad es mas comun después de los 40 afios de edad, pero hoy en dia esto se
encuentra aumentado en los adultos jovenes y adolescentes debido al incremento de la
obesidad. DM 2 se asocia con varios trastornos metabdlicos incluyendo la obesidad, la
hipertension, el aumento de los pacientes con arterioesclerosis, dislipidemias (Ahmad;
S., 2012).

No existe marcadores clinicos en los que se pueda determinar si existe alguna alteracién
tanto de la produccién de insulina como los receptores de las células que ayudan al
ingreso de la glucosa al interior de la célula, por lo que si se observa en adultos un
incremento de peso (obesidad) se sugiere que existe una alteracion en los receptores
insulinicos, por el contrario una disminucién del peso seria una alteracion en la

produccién de la hormona. (Asociacion Latinoamericana de Diabetes. 2006).

-5-



La DM tipo 2 aparece por un problema de resistencia tisular a la accion de la insulina
asociado a un defecto mas o menos evidente de la secrecion de la misma. (Lopez M. et
al. 2006).

Mas del 90% de todas las DM son del tipo 2. Por sexos predomina ligeramente en la
mujer. Como es el tipo de Diabetes mas relacionada con el envejecimiento, la obesidad,
y tiene mayor predisposicion genética que la DM tipo 1, su prevalencia va en aumento.
El factor hereditario es incuestionable, por cuanto casi el 100% de los hermanos
gemelos univitelinos de pacientes diabéticos tipo 2 acabaran por ser también diabéticos,
asi como mas del 40% de los hermanos y gemelos no idénticos.

Para el tratamiento al inicio de la enfermedad deberad ser hipoglucemiantes (HO) o
antidiabéticos orales (ADO) (L6pez M. et al. 2006).

1.1.1.3 Otros tipos especificos de Diabetes

1. MATURITY-ONSET DIABETES OF THE YOUNG (MODY).

Este tipo de Diabetes se caracteriza por la enfermedad de inicio temprano
(por lo general antes de los 25 afios) y un modo de herencia autosémico
dominante. Las mutaciones en ciertos genes implicados en la regulacion de
la secrecion de insulina han demostrado ser la causa de la hiperglicemia y la
resistencia a la insulina es muy raro. MODY se pensaba que era raro, pero
los datos recientes sugieren que el 2-5% de todos los casos de DM2 puede
ser de tipo MODY (Ahmad S. 2012).

2. DIABETES MELLITUS GESTACIONAL.-

Se presenta por un trastorno del metabolismo de los carbohidratos, que se
desarrolla durante el periodo de gestacion. De acuerdo a la severidad se
determinara si requiere o no de la administracion de insulina, la enfermedad

puede prolongarse después de la gestacion, puede aparecer de cada 10



mujeres en una por lo menos (Asociacion Latinoamericana de Diabetes.
2006).

1.1.2 CUADRO CLINICO

En el caso de que todavia no se haya diagnosticado la DM ni comenzado su tratamiento,

0 que no esté bien tratada, se pueden encontrar los siguientes signos (Corel V. 2000)

8.
9.

N o a ~ w e

Poliuria, polidipsia y polifagia.

Disminucion de peso.

Cansancio y debilidad.

Disminucion de la vision o cetonuria.

Glucosuria (presencia de glucosa en la orina).

Dolor a nivel abdominal.

Hormigueo o entumecimiento de pies y manos, ulceraciones, o heridas que
cicatrizan lentamente, piel seca.

Irritabilidad y cambios de &nimo.

Nauseas y vomitos.

10. Mal aliento

1.1.3 DIAGNOSTICO

Se fundamenta en la revision de los niveles de glicemia en una sola toma o en varias. La

OMS presentd diferentes pautas para poder diagnosticar con precision la Diabetes.

1.

Sintomas de diabetes (poliuria, polidipsia o pérdida inexplicada de peso) en
conjunto con glicemia igual o superior a 200 mg/dl (11.1 mmol/L) en cualquier
instante del dia.

Glicemia basal igual o superior a 126 mg/dl (7.0 mmol/L)

Glicemia igual o superior a 200 mg/dl (11.1 mmol/L) a las dos horas durante la
realizacion de un test de tolerancia oral a la glucosa (Curva de glucemia con 75 g de
glucosa en 375 ml de agua) (Corel V. 2000).


http://es.wikipedia.org/wiki/Poliuria
http://es.wikipedia.org/wiki/Polidipsia
http://es.wikipedia.org/wiki/Polifagia
http://es.wikipedia.org/wiki/Cicatrizaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Irritabilidad
http://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%A1useas

1.1.4 TRATAMIENTO

En cualquier tipo de Diabetes que presente el paciente, el Unico objetivo es mantener los
niveles de glicemia normales y es asi que para cada tipo, existen diferentes métodos

para tratar de evitar el desequilibrio de glucosa en el organismo (Ahmad S. 2012).

1.1.4.1 Diabetes Mellitus tipo 1 y Diabetes Gestacional.

El tratamiento es mediante la aplicacion de insulina regular por via intravenosa e

infusion de solucion salina (Ahmad S. 2012).

1.1.4.2 Diabetes tipo 2.

Debido a los trastornos del metabolismo que implican la enfermedad, es necesario
administrar diferentes medicamentos con la finalidad de mantener el nivel de glicemia.
Por esta razdn a mas de administrar insulina al enfermo hay que coadyuvar de algunos
antidiabéticos orales como: Metformina (biguanidas), Sulfonilureas (glibenclamida),
inhibidores de la alfa-glucosidasa (acarbosa y miglitol), thiazolidinediones, mitiglinida,
inhibidores de dipeptidil peptidasa 1V,y las dosis van en dependencia de acuerdo a las
necesidades del paciente. (Ahmad S. 2012).

1. Biguaninas (Metformina).

Actta por medio de funciones extra pancreaticas, especialmente reduciendo la
liberacion de la glucosa almacenada en el higado, pero también se cree que
incrementa la especificidad de los receptores de insulina de las células. Contiene
actividades favorables en los lipidos (en lo que respecta a la disminucion de los
niveles de colesterol total, triglicéridos y LDL), y tambien no ejerce un
incremento en el peso corporal. La metformina efectla esta accion de disminuir
los niveles de glicemia y por ello es el medicamento de primera eleccion para

pacientes que presentan sobrepeso en DM 2 (Avila L. 2010).



Sulfonilureas (Glibenclamida).

Presenta una forma de accion que disminuye los niveles de glicemia de forma
aguda, es decir ejecuta su accion a nivel de las células beta del pancreas para
que exista una mayor liberacién de insulina. También presenta una accion
cronica porque potencializa la accion insulinica debido a su incremento en los
receptores de insulina que presentan cada célula. EI ultimo mecanismo de accién
se encuentra en discusion y se cree que mejor inhibe la actividad toxica de la
hiperglicemia (Avila L. 2010).

Inhibidores de alfa-glucosidasa (acarbosa).

Su mecanismo en donde ejerce su accion es a través de la inhibicién de la alfa-
amilasa y alfa glucosidasa que se localiza a nivel intestinal especificamente en
las microvellosidades intestinales (sacarasa, maltasas, glucoamilasa,
dextrinasas). Estas enzimas son las que acttan en la ruptura de los enlaces de
oligosacéridos (sacarosa, maltosa y otros oligosacaridos en monosacaridos
(glucosa, fructosa, galactosa). El resultado de dicha inhibicién es una demora en
la digestion de los hidratos de carbono con reduccion de los picos glucémicos
postprandiales. Su utilidad clinica es la correccion de hiperglucemias
postprandiales. Se puede utilizar sola o en combinacion con insulina o
sulfonilureas (Avila, L,. 2010).

Insulina.-

La insulina es un polipéptido de peso molecular 5800, compuesto por dos
cadenas de aminoé&cidos, que en total tienen 51 aminoacidos. Las acciones de la
insulina son complejas, entre ellas se destaca la oxidacion de la glucosa y sirve
como transporte para el ingreso de la glucosa al interior de la célula, en solo
algunos minutos, mientras que otras acciones necesitan varias horas, como la
incorporacion de la timidina al DNA, estimulo de la sintesis proteica (Valsecia
M. 2000).



1.1.5 COMPLICACIONES

1

La retinopatia diabética.

La retinopatia diabética, causado por el dafio a la vascularidad de la retina, es
una causa comun de la ceguera y la discapacidad visual en la poblacion en edad
de trabajar. La ocurrencia de retinopatia diabética se puede reducir y/o

prevenirse mediante el tratamiento adecuado y oportuno (Ahmad S. 2012).

La neuropatia diabética.

La neuropatia diabética clasificado como periférica, proximal, focal y
autonodmica, es la mas comln de todas las complicaciones de diabetes a largo
plazo, con casi el 60% de los pacientes que suelen tener algun tipo de dafio en
los nervios. Es una enfermedad progresiva que supone la pérdida de sensacion,
asi como el dolor y la debilidad, y puede conducir a la amputacion de
extremidades (Ahmad S. 2012).

Nefropatia diabética.

La nefropatia diabética es la principal causa de enfermedad renal en etapa
terminal (ESRD) y la causa mas frecuente de trasplante renal en el mundo
desarrollado. La presencia y aumento progresivo de la albumina en la orina,
junto con la presion arterial elevada son los biomarcadores glomerular de la
nefropatia. En ausencia de una intervencion adecuada, la condicion persiste y
conduce a la pérdida de proteina en la orina y una disminucion en la funcién

renal en la forma de la menor tasa de filtracion glomerular (Ahmad S. 2012).

El pie diabético.

La principal causa de mortalidad en los enfermos diabéticos se debe al pie
diabético, que se presenta en el 15-20% de estos enfermos. EIl pie diabético

constituye un grave problema de salud publica, tanto por su alta frecuencia como
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por los elevados costes sanitarios y sociales derivados de los continuos ingresos
hospitalarios y de la incapacidad laboral que ocasiona (Garcia F. 2011).

En el Ecuador, el Ministerio de Salud brinda atencion integral y sin previa cita a
pacientes con Ulcera de pie diabético, con el objetivo de prevenir y evitar la
discapacidad por amputacion de miembros inferiores. En 2012 se adquirieron 9
mil dosis del Factor de Crecimiento Epidérmico Humano Recombinante, por un
costo superior a $3 millones. Este farmaco biologico incide en la recuperacion
del tejido y se encuentra disponible en doce hospitales publicos del pais. Con el
uso de este medicamento se han beneficiado hasta el momento 515 pacientes
(MSP 2014).

1.2 ALFA - AMILASA

La alfa amilasa es una enzima liberada por el érgano llamado pancreas, su funcion
implica una reaccion metabdlica sobre los carbohidratos hidrolizando en moléculas
complejas de almidon (amilasa y amilopectina), y a su vez en elementos un poco mas

simples como es maltosa, isomaltosa y glucosa (Rojo R. et al. 2007).

Su mecanismo de accién inicia a nivel de la boca, excepto en neonatos, pero es limitada
debido al corto tiempo que permanece en la cavidad bucal, al pasar al estomago esta
enzima se inactiva por el pH acido gastrico. Por ello, la mayor cantidad de almiddon
alcanza el duodeno sin hidrolizar y por accién de la alfa-amilasa del pancreas inicia la
casi total digestion de las molécula. La enzima alfa amilasa funciona como endoamilasa,
que hidroliza los enlaces alfa (1-4) de las cadenas glucosidicas de la amilasa y la
amilopectina que se sitlan alejados de los extremos y de los puntos de ramificacion.

Por su accion se liberan:

1. Maltosa y maltotriosa (representan el 70% de los hidratos de carbono
intraluminales).

2. Residuos de mas alto peso molecular: dextrinas limite (formadas por 5-10 unidades
de glucosa, ramificadas si el sustrato es la amilopectina). La cantidad de glucosa
libre que originan es muy escasa debido a que no acttan en los extremos (Serrano

M. et al. 1998).
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La inactivacion de la funcidn de la enzima alfa-amilasa es una estrategia coherente para
el control de la DM 2, para impedir o retrasar la absorcion de carbohidratos ingeridos.
Consiguiendo efectos favorables como impedir el incremento postprandial de la
glicemia y disminuir los efectos de la hiperglucemia. Un efecto desfavorable de la
inhibicion excesiva de la alfa-amilasa puede ser (diarrea posible, hinchazon, flatulencia
y distension abdominal) esto se debe a la fermentacién anormal de los hidratos de
carbono no digeridos, porque existe una flora normal de microorganismos en el colon.
Los inhibidores naturales de la a-amilasa y a-glucosidasa derivados de plantas tienen

actividad inhibidora contra la a-amilasa (Ojeda R. et al. 2008).

1.3 MEDICAMENTOS NATURALES COADYUVANTES EN EL
TRATAMIENTO

El uso de plantas medicinales para el tratamiento de la hiperglucemia tiene una larga
historia folklorica. Cada cultura étnica tiene una relacion propia y caracteristica con su
medio ambiente, de la cual surge el conocimiento empirico de los usos medicinales de
las diversas especies vegetales propias. En este aspecto, s6lo unas pocas especies han
sido cientificamente estudiadas y por lo tanto debidamente validadas. De esto se deduce
que se requieren estudios farmacoldgicos mas exhaustivos que permitan demostrar la
efectividad de las plantas medicinales en el manejo de la diabetes mellitus, para brindar

una explicacién cientifica que justifique su uso empirico (Sara S. et al. 2007).

Estudios realizados en la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, en la busqueda
de encontrar principios activos provenientes de plantas que existen en el Ecuador, con la
finalidad de demostrar que pueden de una u otra manera ayudar en el tratamiento de la
Diabetes Mellitus tipo 2. Los resultados de las investigaciones realizadas han
demostrado, de alguna forma que las plantas presenta un apoyo en la forma de vivir para
mantener los niveles de glucosa normales en la sangre. Entre las plantas estudiadas

tenemos:
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1. Tuna (Opuntia ficus-indica).

Se ha demostrado la actividad hipoglicemia en conejo de un extracto acuoso del
tallo y de las de las hojas cuando se administré por via intragastrica. Se ha
observado una accion antiviral del extracto acuoso de la planta sobre el fago T4 de
Escherichia coli el cual causa la ruptura de las células (Carrasco N. 2012).

2. Fruto de Noni (Morinda citrifolia).

El fruto se usa para ayudar en el tratamiento de la diabetes, para problemas del
corazén y presion alta, asi como para tratar la tuberculosis, artritis y reumatismo,
menstruacion dolorosa, ulceras gastricas, infecciones e incluso depresiones (Carrillo
P. 2012).

3. Justicia chlorostachya Leonard (Insulina).

La actividad hipoglicemiante de Justicia chlorostachya es muy alta comparada con
estudios realizados con otro tipos de plantas. Por la representativa presencia de
compuestos fendlicos tipo flavonoides, Justicia chlorostachya disminuiria los
problemas vasculares degenerativos ocasionados por los EROS, provenientes de las
maltiples reacciones de oxidacion derivadas de un metabolismo imparcial de la

glucosa a nivel sistémico-somatico (Pazmifio C. 2012).
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1.4 Oreocallis grandiflora

FUENTE: UTUANA RESERVE, ECUADOR

FOTOGRAFIA No. 1.- (Oreocallis grandiflora)

El estudio de Oreocallis grandiflora, se ha considerado por las investigaciones
realizadas en la Universidad Particular de Loja, y debido a sus propiedades
farmacéuticas que ejerce empiricamente, se emplean la parte aérea de la planta, para
tratar enfermedades relacionadas con el tracto gastrointestinal, Diabetes, colesterol,
problemas del ojo, gripe, dolencias hepaticas etc. La investigacion cientifica realizada
en la UTPL sobre la inhibicién de la alfa amilasa in vitro, que se puede emplear como
una estrategia para controlar los niveles glicémicos en pacientes con DM 2, puede
proporcionar caracteristicas inhibitorias y farmacoldgicas, favorezcan con el nivel de
vida de los pacientes, es por esta razén que se ha planteado el estudio para evaluar la
actividad hipoglucemiante de la planta Oreocallis grandiflora (Alejandro-Espinoza M
etal. 2012).
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1.4.1 TAXONOMIA

TABLA No. 1 TAXONOMIA DE Oreocallis grandiflora. MINISTERIO DEL
AMBIENTE DE LA REPUBLICA DEL PERU. NOVIEMBRE DEL 2013.

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Proteales
Familia Proteaceae
Género Oreocallis
Especie Grandiflora

FUENTE: MINISTERIO DEL AMBIENTE DE LA REPUBLICA DEL PERU

La especie tipo es: Oreocallis grandiflora (Lam.) R.Br.

1.4.2 DESCRIPCION TAXONOMICA

Arboles y arbustos de hojas normalmente alternas, a veces opuestas o verticiladas.
Estas son coriaceas, simples o compuestas, enteras, dentadas o lobuladas, sin estipulas.
Inflorescencias axilares o terminales, frecuentemente en racimos, espigas o cabezuelas.
Fruto en foliculo, a veces lefioso. Las semillas son aladas en muchas ocasiones
(Sarango, V., 2008).

Presenta una corteza agrietada de color grisaceo.

Sus hojas son alternas y simples, de forma eliptica cuyos nervios secundarios son de 10
a 15 pares, no presentan pelos en su parte superior ni inferior.

Las flores son en forma de racimos erguidos con una gran cantidad de flores. Son de
tamafio grande, de un color grisaceo. Los pétalos estan unidos formando un tubo largo
Los frutos tienen forma alargada y cilindrica, contienen muchas semillas.

Para poder reconocer una especie de otra se fundamenta especificamente en los frutos y
las flores que son caracteristicos de cada especie. No presenta peligro de extincion esta
especie. (Reynel C et al. 2010).
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1.4.3 DISTRIBUCION Y HABITAT

La especie vegetal se localiza en la zona andina del Pert y Ecuador, cuyo rango

altitudinal se presenta entre 1.500 a 4.000 msnm (Reynel, C et al., 2010).

1.4.4 USOS

Las ramitas y rebrotes son flexibles y se usan en cesteria, para confeccionar canastos.
Las semillas suelen ser consumidas en el sur de Ecuador y se le han descrito
propiedades medicinales como antioxidantes.

Se emplea la parte aérea para tratar problemas como: Diabetes, fiebre, trastornos

intestinales, afecciones renales etc (Reynel, C et al., 2010).

1.4.5 HISTORIA DE Oreocallis grandiflora

Su nombre proviene del vocablo griego oreos que significa (montafia), y kalli (bella) es
decir es la bella de la montafia. Descrita en el afio 1786 por el naturista francés St Jean
Baptiste Lamarck como Embothrium grandiflora. Luego el botanico holandés Herman
Otto Sleumer cambia al género Oreocallis. De esta forma es como se la conoce hoy en
dia, solo existe dos especies Oreocallis grandiflora (Lam) R. Br., y Oreocallis
mucronata (Willd) Sleumer. Estas dos se localizan en el andino de Perd y Ecuador
(Reynel, C et al., 2010).
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1.5 REACTIVO BIOLOGICO

1.5.1 RATA DE LABORATORIO

FUENTE: DAVID I. GUERRERO V.

FOTOGRAFIA No. 2.- Rata (Rattus norvegicus)

1.5.1.1 Introduccion

Los experimentos cientificos se realiza en animales (ratas) de laboratorio, esto se debe a
que existe una gran semejanza en su fisiologia con el ser humano y también a su
manipulacion que es facil, y no son agresivos, si no se les tiene en un ambiente que ellos
siente peligro. Las ratas se han utilizado ya desde hace algin tiempo atrés, se han
realizado pruebas para determinar la efectividad de medicamentos en estos animalitos y

que luego se aplica en las personas (Quezada A. 1997).

El habitad de la rata del laboratorio debe presentar un tamafio acorde para que puedan
vivir con tranquilidad, para que su reproduccion y crianza sea optima, y al mismo
tiempo que se pueda realizar procesos de experimentacion. La temperatura y humedad
deben ser acondicionados de acuerdo a las necesidades que requiera el experimento,
tomando en cuenta que estos animales son sensibles a cualquier variacion brusca de
temperatura, lo que puede provocar afectacion en las condiciones fisioldgicas normales
como: incremento en la actividad metabdlica de los carbohidratos, que puede inducir a

la pérdida de peso, también puede ocasionar una induccién periférica vascular.

Debe presentar una buena ventilacion para mantener los niveles de oxigeno de acuerdo

a las necesidades de la rata. La cantidad de luz presente debe ser de 12 horas en el dia y
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12 horas de oscuridad. La comida y el agua debe ser la correcta, libre de
microorganismos, para que los animales de experimentacién puedan ejercer sus
funciones fisioldgicas correctas. Debe ser proporcional al peso corporal del animal
(Allmann-Isalin 1. 2007).

1.5.1.2 Digestion y metabolismo

Los componentes principales en la dieta son los carbohidratos, y el que mayor
representacion tiene es el almidon. En la cavidad bucal se encuentra la alfa amilasa que
degrada esta enzima y convierte en polimeros de glucosa. EIl pH Optimo para que la
enzima ejerza sus funciones es de 6.7, de aqui que al llegar al estomago es degradado
por los jugos gastricos. A nivel de intestino el pancreas segrega la enzima alfa amilasa y
es por ello que inicia la hidroélisis de los carbohidratos. Las enzimas responsables de la
digestion adicional de los derivados de almiddn se encuentran en la parte exterior del
intestino delgado, en la membrana de las microvellosidades del intestino delgado
(Senoo, K., 2000).

1.5.1.3 Clasificacion taxonomica Rattus norvegicus

TABLA No. 2 TAXONOMIA DE Rattus norvegicus. HENDRICH, H. NOVIEMBRE
DEL 2013.
Reino Animalia
Clase Mammalia
Orden Rodentia
Suborden Myomorpha
Familia Muridae
Subfamilia Murinae
Género Rattus
Especie norvegicus (Berkenhout,1769)

FUENTE: HENDRICH. H
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1.5.1.4 Vias de administracion

Via oral.- Se sujeta directamente detrds los oidos este método ofrece un control
suficiente de la cabeza del animal para permitir la introduccion de un sistema
flexible plastico o catéter de goma. Si se va a utilizar una canula de metal, debe ser
necesaria la inmovilizacion de la cabeza y parte superior del cuerpo asi la lesion de
la cavidad bucal y esofagica puede ser evitada. De esta manera los medicamentos a
administrar, dependiendo del experimento, puede tener una mayor biodisponibilidad
y los resultados seran acorde a lo que se desea estudiar (Kemp R. et al. 2013).

Via intraperitoneal.- La rata se coloca de lado ventral hacia arriba con la cabeza
ligeramente menor que el cuerpo, lo que permite a las visceras caer ligeramente
hacia adelante hacia el diafragma y reducir el riesgo de que la aguja penetre el ciego
0 los intestinos. Es una buena préactica al dar una inyeccion intraperitoneal para
insertar la aguja por via subcutanea en el abdomen en un angulo de 20 a 30° y luego
levante la jeringa a 45°, empujando suavemente a través de la capa muscular y en la
cavidad peritoneal. Aunque es aceptable para llevar a cabo esta técnica sin ayuda de
nadie para los animales jovenes, el grado de moderacion logrado puede no ser
suficiente para la mayor y ratas mas grandes. Es aconsejable con estos animales para
utilizar un asistente para restringir el animal, eliminando asi la riesgo de lesiones

accidentales a la rata y / o un fuera de lugar inyeccion (Kemp R. et al. 2013).

Via subcutanea.- Es posible deslizar la aguja entre el pulgar y el dedo indice y en el
espacio subcutaneo en el cuello del animal. Se debe tener cuidado para evitar
perforar ya sea digitos con la aguja, que puede ser encontrado a ser mas seguro y
mas conveniente si el animal se coloca en una superficie horizontal y una suave
presion ejercida desde arriba mientras se lleva a cabo la inyeccion (Kemp R. et al.
2013).

Via Intramuscular.- Aunque el tipo de sistema de retencién sera similar a los
métodos descritos anteriormente, la administracion por esta ruta se requieren dos
personas, uno para contener el animal, mientras que la segunda persona se extiende
la pata trasera de la rata con una mano para exponer la masa muscular y utiliza la

otra mano para introducir la inyeccion (Kemp R. et al. 2013).
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CAPITULO 11

2.- PARTE EXPERIMENTAL

2.1. LUGAR DE INVESTIGACION

El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo en:

- Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Ciencias de la Escuela de

Bioguimica y Farmacia. Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

- Bioterio de la Facultad de Ciencias, de la Escuela de Bioquimica y Farmacia.

Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

- Laboratorio de Quimica Instrumental de la Facultad de Ciencias. Escuela Superior

Politécnica de Chimborazo.
2.2. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS.
2.2.1 Materia Prima Vegetal
El vegetal conocido como Cucharilla (Oreocallis grandiflora) fue recolectado en la
provincia de Chimborazo, en la ciudad de Riobamba a 2750 msnm, cuya temperatura
del lugar oscila entre 10 a 18 °C.

2.2.2 Material Bioldgico

Ratas (Rattus norvegicus) pertenecientes al Bioterio de la Universidad Técnica de
Ambato.
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2.2.3 Materiales de laboratorio

Balon de aforo de 100 ml
Balon de aforo de 25 ml
Balon de aforo de 10 ml
Balon esmerilado de 500ml
Céanula

Capsula de Porcelana
Cofia

Crisol

Desecador

Embudo simple
Embudo Buchner
Equipo de reflujo
Equipo de diseccion
Erlenmeyer de 250 ml
Espatula

Gradilla

Guantes

Jaulas para ratas
Jeringuilla de 5ml
Jeringuilla de insulina
Mandil

Mascarilla

Mortero con pistilo
Olla de acero inoxidable
Papel filtro

Papel aluminio

Pera de succion
Picnémetro de 10 ml
Pinzas para capsula
Pinzas para capsula
Pipeta graduada de 1ml
Pipeta graduada de 5ml
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Pizeta

Probeta de 50ml

Recipientes &mbar

Reverbero

Termémetro

Tripode

20 tubos de ensayo

Varilla de agitacion

Vaso de precipitacion de 1000ml
Vaso de precipitacion de 250mi

Vidrio reloj

2.2.4 Equipos

Balanza analitica (ADAM Y BOECO)

Bomba al vacio

Calculadora (CASIO SCIENTIFIC CALCULATOR fx-570 ES)
Céamara fotografica (NOKIA E-70)

Cémara de CO2

Espectrofotometro (PERKIN ELMER LAMDA EZ 201 Y HELYOS B)
Estufa MEMMERT)

Glucometro

Medidor del perfil lipidico (ACCUTREND PLUS COBAS GCTL DE ROCHE)
Mufla (BAUSH Y LOMB)

Ph metro (HANNA INSTRUMENT Y HANNA WATERPROOF)
Refractometro (BAUSCH Y LOMB)

Rotavapor (HEIDOLPHHEI- VAP ADVANTAGE)

Sorbona (MEMMERT)

uv
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2.2.5 Reactivos

- Acarbosa

- Acetona

- Acido clorhidrico al 10%
- Acido férmico

- Acido nitrico.

- Acido picrico

- Acido sulfdrico

- Agua

- Alcohol amilico

- Alcohol potable al 96%
- Almidén de maiz.

- Anhidrido acético

- Cloroformo

- CO02

- Etanol al 96 % y al 50%
- Eter etilico

- Etilo de acetato

- Extracto de Oreocallis grandiflora
- Férrico cloruro

- Magnesio Metélico

- Metanol

- Peroxido de hidrogeno
- Plata nitrato 0,1 M

- Potasio hidroxido

- Rutina

- Reactivo de Dragendorf
- Reactivo de Fehling

- Reactivo de Mayer

- Reactivo de Sudan Il

- Reactivo de Wagner

- Sodio carbonato

- Sodio cloruro



- Solucion de amonio de nitrato 10g/100mL.
- Tiras reactivas de glucosa
- Tiras reactivas para triglicéridos y colesterol

- Vaselina

2.3 TECNICAS Y METODOS

2.3.1 CONTROL DE CALIDAD DE LA DROGA CRUDA

Valorar o evaluar las drogas vegetales, significa identificarlas y determinar su calidad o
pureza. La calidad de una droga se traduce en su valor intrinseco o lo que es lo mismo la

cantidad de principios activos presentes en ella.

La evaluacion de las drogas se realiza por varios métodos como son: La percepcion, la
microscopia, el anlisis fisico-quimico, y el analisis biologico. En este caso se iniciara

en analisis de la droga cruda con los métodos Fisico-Quimicos (Miranda M. 2006).

Los métodos utilizados para el control de calidad de la droga cruda fueron los

siguientes:

- Determinacion de cenizas totales a través del método gravimétrico. (Normas
Ramales para drogas crudas y extractos y tinturas. NRSP 309, 311 y 312. MINSAP
1992).

- Determinacion de cenizas solubles en agua a través del método gravimétrico.
(Normas Ramales de drogas crudas y extractos y tinturas. NRSP 309, 311 y 312.
MINSAP 1992).

- Determinacion de cenizas insolubles en &cido clorhidrico a través del método
gravimétrico. (Normas Ramales de drogas crudas y extractos y tinturas. NRSP 3009,
311y 312. MINSAP 1992).

- Determinacion del contenido de humedad a través del método gravimétrico.
(Normas Ramales de drogas crudas y extractos y tinturas. NRSP 309, 311 y 312.
MINSAP 1992).
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2.3.2 CONTROL DE CALIDAD DEL EXTRACTO

30 - 50 g MATERIAL VEGETAL

EXTRAER CON 90 -150 mL DE ETER ETILICO POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE

|
FILTRAR
|

EXTRACTO ETEREO

Medir volumen y calcular concentracion

REnguo SOLIDO

ecar y pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO
EN VOLUMEN CON ETANOL POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FILTRAR
|

EXTRACTO ALCOHOLICO

Medir volumen y calcular concentracion|

RESIDUO SOLIDO
Secar y pesar

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL RESIDUO .
EN VOLUMEN CON AGUA DESTILADA POR MACERACION
DURANTE 48 HORAS. |

FILTRAR
|

XTRACTO ACUOSO

Medir volumen y calcular concentracion

RESIDUO SOLIDO
Secar, pesar y desechar

FUENTE: MIRANDA, M. FARMACOGNOSIA Y PRODUCTOS NATURALES

Fig No 1 ESQUEMA DE EXTRACCION DE LOS
METABOLITOS SECUNDARIOS

Para la obtencion del extracto se procedio de la siguiente manera.

Las hojas se trituro y pulverizé hasta obtener un tamafio de un cm, luego se pesé una
cantidad de 50 g y se le someti6 en un recipiente &mbar con un volumen que sea 3 veces
superior de éter. Se dejé en maceracion por 48 horas con una agitacion esporadica. Al
finalizar las 48 horas se procedi6 a filtrar y el filtrado se coloca en un envase ambar

teniendo asi el extracto etéreo.

El filtrado sélido se somete a un solvente alcohdlico al 96% de la misma manera que se
realizd en el proceso anterior, se filtrd y el filtrado liquido se colocd en un recipiente

ambar. Se procedi6 al control de calidad del extracto.

El filtrado sélido se introdujo en un envase &mbar con agua destilada y se procede de la

misma manera que en los puntos anteriores.
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La calidad de este extracto obtenido se determind a través de las siguientes pruebas.

Determinacion del indice de refraccion por refractometro de Abbé (Normas Ramales

de drogas crudas y extractos y tinturas. NRSP 309, 311 y 312. MINSAP 1992).

Determinacion de densidad relativa por método gravimétrico (Normas Ramales de

drogas crudas y extractos y tinturas. NRSP 309, 311 y 312. MINSAP 1992).

extractos y tinturas. NRSP 309, 311y 312. MINSAP 1992).

2.3.3 TAMIZAJE FITOQUIMICO

Determinacion del pH por potenciometria. (Normas Ramales de drogas crudas y

El tamizaje se realizé mediante el proceso que se observa en el siguiente esquema.

EXTRACTO ALCOHOLICO
|
DIVIDIR EN FRACCIONES
|
ImL 2mL 2mL 2mL
ENSAYO DE ENSAYO DE L ENSAYO DE 2mL ENSAYO DE ,
CATEQUINAS FEHLING ENSAYO DE Cl Fe ENSAYO DE KEDDE 6 ML en 3 porciones
(AZ. REDUCTORES) LIEBERMAN-BUCHARD FENOLESaY TANINOS BORNTRAGER| (CARDENOLIDOS) ENSAYOS DE DRAGENDORFR
2L (TRITERPENOS-ESTEROIDES) ) QuaoNas) MA(XFCI/?\JN\[I)\{E@)GNER
EOKR 5 ENS?&“C-) DE 2 mL
RESINA
Siba ENSAY; QEL - NINHIDRINA ENSAYO DE
AMINOACIDOS
(LACTONAS) ( ) ANTOCIANIDINA
2mL
ENSAYO ESPUMA 2mL
(SAPONINAS) ENSAYO DE
SHINODA

(FLAVONOIDES)

FUENTE: MIRANDA, M. FARMACOGNOSIA Y PRODUCTOS NATURALES (30)

Fig No 2.- TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO

Al extracto acuoso se procede a realizar los analisis de la siguiente manera.
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EXTRACTO ACUOSO

DIVIDIR EN FRACCIONES

6 ML en 3 porciones

ENSAYOS DE DRAGENDORFF 10 mL
MAYER Y WAGNER
(ALCALOIDES) Ii/ll\llJSC'?lTAoGgES
2 mL
ENSAYO DE SHINODA )

(FLAVONOIDES) 10 2 GOTAS

ENSAYO DE

2 mL PRINCIPIOS AMARGOS

ENSAYO DE FEHLING
(AZ. REDUCTORES)

2 mL
ENSAYO DE CLORURO 2mL
FERRICO ENSAYO DE ESPUMA
(TANINOS) (SAPONINAS)

FUENTE: MIRANDA, M. FARMACOGNOSIA Y PRODUCTOS NATURALES (30)

Fig No 3.- TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL EXTRACTO ACUOSO

Compuestos grasos:- Se determind por el ensayo de Sudan, este ensayo se procedid
mediante la técnica que especifica las (Normas Ramales de drogas crudas y extractos y
tinturas. NRSP 309, 311y 312. MINSAP 1992).

Alcaloides.- Para comprobar la existencia de estos compuestos se realiz6 los ensayos de
Dragendorff, Mayer y Wagner, mediante la técnica de (Normas Ramales de drogas
crudas y extractos y tinturas. NRSP 309, 311 y 312. MINSAP 1992).
Compuestos Lactonicos.- Para verificar si contiene compuestos lactonicos se procedid
con el ensayo de Baljet, su procedimiento se encuentra en (Normas Ramales de drogas
crudas y extractos y tinturas. NRSP 309, 311 y 312. MINSAP 1992).

Quinonas.- La determinacion de estos compuestos se realizd por el ensayo de
Borntrager, cuyo procedimiento se encuentra en (Normas Ramales de drogas crudas y
extractos y tinturas. NRSP 309, 311 y 312. MINSAP 1992).

Triterpenos y Esteroides.- Los compuestos se reconocieron por el ensayo de
Lieberman Buchard, esto esta especificado en (Normas Ramales de drogas crudas y
extractos y tinturas. NRSP 309, 311 y 312. MINSAP 1992).
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Catequinas.- Se realizd el ensayo de Catequinas, el proceso se localiza en (Normas
Ramales de drogas crudas y extractos y tinturas. NRSP 309, 311 y 312. MINSAP 1992).

Resinas.- El reconocimiento de este tipo de compuestos se lo hizé mediante el ensayo
de resinas, cuyo proceso se encuentra en (Normas Ramales de drogas crudas y extractos
y tinturas. NRSP 309, 311 y 312. MINSAP 1992).

Azucares Reductores.- Estos compuestos se pudieron reconocer mediante la técnica de
ensayo de Fehling, la manera de realizar este ensayo se localiza en (Normas Ramales de
drogas crudas y extractos y tinturas. NRSP 309, 311 y 312. MINSAP 1992).

Saponinas.- La determinacion de estos compuestos se conoce por el ensayo de espuma,
cuyo procedimiento se encuentra en (Normas Ramales de drogas crudas y extractos y
tinturas. NRSP 309, 311 y 312. MINSAP 199)

Compuestos fendlicos.- Para comprobar la existencia de estos compuestos se realizo el
ensayo de cloruro férrico, mediante la técnica de (Normas Ramales. Drogas crudas y
extractos y tinturas. NRSP 309, 311y 312. MINSAP 1992).

Flavonoides.- Los compuestos se reconocen por los ensayos de Shinoda y

Antocianidinas, esto esta especificado en (Normas Ramales. De drogas crudas y
extractos y tinturas. NRSP 309, 311 y 312. MINSAP 1992).
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2.3.4 CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES

Procedimiento

4 ) ( ) 4 )
Trasvasar a un balén de

100 ml y aforar con etanol
al 96%. Tomar una

Enfriar por 30 min, filtrar
y el papel con el residuo
lavar con 70 ml de etanol

Pesar 1g de muestra vy
colocar en un balén de

250 ml. o - o alicuota de 2 ml y aforar a
al 96%, caliente a 50 °C. 25 ml con etanol al 96%.
G J . J g J
( ) ( R a4 )
Determinar la absorvancia
Afadir 20ml de Etanol al . a 258 nm. Como patron se
o Evaporar el filtrado hasta .
50% y 8ml de H2S504 ) emplea rutina en una
la mitad de su volumen. .
concentrado. concentracion de 0.02
mg/ml.
. J . J . J
( R a4 ) ( R
Reflujar por dos horas en Lavar el residuo con 10ml s
o - El blanco consistién en
bafio de agua. Dejar de Etanol para desecharlo
. ) - etanol al 50 %.
enfriar y filtrar finalmente.
G J . J g J

La expresion empleada para el calculo es la siguiente: (31)

Am; 1000mg @ 0.8mlL 100 mL 25mL

X= * * * *
Amg  1000mL  100mL 1gdeplanta 2ZmL

Donde:

X= Contenido de flavonoides totales expresados como rutina (%)
Am; = Absorbancia de la solucién muestra (nm)

Amg; = Absorbancia de la sustancia referencia (nm)

2.3.4.1 Cuantificacion Cromatografia del marcador quimico de Flavonoides totales

expresados como porcentaje de rutina.

Se Agregd un par de micro gotas del concentrado del extracto hidroalcohdlico en una
placa Cromatogréafica de Silica Gel 60 F254, con la ayuda de un capilar. Se introdujo la
placa en la cuba Cromatogréafica, hasta que el solvente recorra las % partes de la placa.
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Se retird la placa y se dejo secar. Finalmente se procedio al revelado de la placa y se
dejo secar, se sometio a calentamiento en la estufa por un periodo corto de tiempo y se

midio los Rf.

Absorbente: Silica gel 60 F254
Sistema de solventes: Cloroformo, Acetona, Ac. Férmico (75:16.5:8.5)

Revelador: Sulfato de Cerio

2.3.5 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE EN RATAS DE
LABORATORIO

2.3.5.1 Protocolo de Disefio Experimental

- Poblacién: 31 Ratas (Rattus novergicus)

- Definicién de los Gruposgggg

TABLA No. 3 DISENO EXPERIMENTAL PARA LA DETERMINACION DE LA
ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL EXTRACTO ACUOSO DE
Oreocallis grandiflora,. BIOTERIO DE LA ESCUELA DE
BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
NOVIEMBRE DEL 2013.

CODIGO GRUPO TRATAMIENTO NUMERO DE
ANIMALES
A Blanco Sin tratamiento 5
B Control Negativo Sobrecarga de Almidon 5
Control Positivo Sobrecarga de Almidén 5
+ Acarbosa
D Dosis 1 Sobrecarga de Almidén 5
+ 0.2 ml de extracto
E Dosis 2 Sobrecarga de Almidon 5
+ 0.4 ml de extracto
F Dosis 3 Sobrecarga de Almidén 5
+ 0.6 ml de extracto
G Dafio Hepético Hidrolisis celular de 1

Hepatocitos por un

Xenobidtico
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2.3.5.2 Periodo de Ambientacion

Se ambienta a todos los animales por grupos a las mismas condiciones ambientales y de

alimentacion de acuerdo al protocolo de investigacion.

- Temperatura: 22 °C £2
- Humedad relativa: 50% + 10
- Periodo de fotoluminiscencia: 12 h de luz y 12 h de oscuridad

- Alimentacion: 15g/dia/rata; agua ad libitum

Los animales se ambientan al investigador y a la técnica que se va a realizar mediante

manipulacion y adaptacion.

2.3.5.3 Induccién de la patologia.

En un grupo se le administrd6 una dosis de cloroformo para tener un dafio a nivel
hepatico que a lo posterior nos ayudara a comparar el nivel de toxicidad con relacion al
extracto vegetal.

2.3.5.4 Ayuno.

El ayuno se realizara 12 h antes de iniciar con la administracion para posteriormente

medir los niveles de Glucosa presente en la sangre.

2.3.5.5 Periodo de investigacion.

El periodo de investigacion serd por el lapso de 30 dias.

2.3.5.6 Descripcion del tratamiento.

El grupo A no se le administré ninguna sustancia solo una alimentacion normal, al
grupo B se le administrd una solucién de almidon disuelta en solucién salina, al grupo C

se le administré una solucién de almidén disuelta en solucion salina, més una solucion

de acarbosa 50mg/kg del peso de la Rata (Ashok T. et al. 2011), al grupo D se le
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administré una solucion de almidon disuelta en solucion salina, mas 0.2 mg del
extracto, grupo E se le administré una solucion de almidén disuelta en solucién salina,
mas 0.4 mg del extracto, grupo F se le administrd una solucion de almidon disuelta en
solucion salina, mas 0.8 mg del extracto, Grupo G se le administré una solucion de

cloroformo para provocar el dafio hepético.

2.3.5.7 Solucion para la hiperglucemia:

Los animales fueron alimentados con almidon soluble disuelto en solucion salina
normal a una dosis de 2 g/ kg peso corporal. A partir de entonces, la sangre se recogio
en los intervalos de 30, 60, 90, y 120 minutos después de la alimentacion (Ashok T. et
al. 2011).

2.3.5.8 Métodos de medicion de Glucosa en sangre.

Para medir los parametros de glucosa se utilizé un glucémetro y también un medidor

del perfil lipidico Colesterol y Triglicéridos (Accutrend Plus cobas GCTL de Roche).
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CAPITULO I

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 DETERMINACION DE LA CALIDAD DE LA DROGA CRUDA.

3.1.1 PREPARACION DE LA DROGA CRUDA

La preparacion de los extractos se realizO mediante la guia de Farmacognosia y
Productos Naturales Normas Ramales. Drogas crudas y extractos y tinturas. (NRSP 3009,
311y 312. MINSAP 1992).

Después de someter la droga cruda y su extracto hidroalcohdlico a las pruebas de
control calidad descritas en el Capitulo II, se obtuvieron los resultados expresados a

continuacion.

CUADRO No. 1 CONTROL DE CALIDAD DE LA DROGA SECA Y PULVERIZADA DE
Oreocallis grandiflora. LABORATORIO DE PRODUCTOS
NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA
AGOSTO DE 2013.

) ) Limites aceptados
) Cucharilla (Oreocallis .
Parametro ) (Farmacopea Espafiola
grandiflora)

2002)
Contenido de humedad (%) 12,77 £ 0.15 14%
Contenido de cenizas totales 258+0.11 5%
(%)
Contenido de cenizas solubles 0.40+0.12 2%

en agua (%)

Contenido de cenizas 0.014+0.008 1%
insolubles en Acido
Clorhidrico (%)
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Los valores obtenidos de humedad fueron de 12.77 por ciento con una variacion entre
muestras de + 0.15, la técnica nos da limites de 8 a 15 %, en este caso la planta se

encontroé entre estos limites.

La determinacién del contenido de humedad de drogas crudas es de gran importancia,
ya que la cantidad de agua que presenta se puede relacionar con las condiciones
ambientales en las que se encontraba mientras crecia, para suponer si sus metabolitos
primarios como secundarios se encuentran en Optimas condiciones. En base al
contenido de humedad también se puede conocer la actividad del agua y esto determina
la vida Util del producto final, porque favorece las reacciones enzimaticas en un medio

rico en agua, afectando la inocuidad del producto (Paz J. 2009).

El contenido de cenizas totales fue de 2.58 % con una variacién entre muestras de +
0.11. EIl porcentaje de cenizas solubles en agua fue de 0.40 % con una variacion de
0.08 entre muestras. En la determinacion de cenizas insolubles en HCI se obtuvieron
valores de 0.014 % con una variacion de + 0.008 entre muestras. Segun la Farmacopea
Espafiola (2002), el valor limite para cenizas totales en droga cruda fue del 12%. Es
importante la determinacion de cenizas porque este pardmetro permite suponer la
presencia de metales pesados que contaminaron la materia vegetal, mientras se

encontraba en su habitat previo a su recoleccion.

Al determinarse valores bajos, de cenizas solubles, es un indicativo de que no presenta
cantidades considerables de sales minerales (Barretto M. 2006), las cantidades bajas de
cenizas insolubles nos ayuda a conocer la baja presencia de silica, que es proveniente de
la presencia de arena o de tierra que se encuentra presente en la parte aérea de las
plantas (Sharapin N. 2000).
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3.1.2 DETERMINACION DEL CONTROL DE CALIDAD DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO

CUADRO No. 2

DETERMINACION ORGANOLEPTICA DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE Oreocallis grandiflora. LABORATORIO
DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. SEPTIEMBRE DEL 2013

Parametro Resultado
Aspecto Transparente
Color Verdoso
Olor Alcohdlico, aromético.
Sabor Amargo, ligeramente astringente.

En el CUADRO No. 2, se reporta los pardmetros para la determinacion organoléptica

del extracto hidroalcoholico de Oreocallis grandiflora. Los pardmetros van acorde con

las caracteristicas de la planta. El color verdoso se debe a que el extracto procede de la

parte aérea (hojas) del vegetal, especificamente a la clorofila (Paz J. 2009). Present6 un

aspecto transparente sin presencia de ninguna particula visible. Se percibié un olor

alcoholico debido al etanol utilizado como solvente. El sabor del extracto es amargo y

ligeramente astringente, debido al alcohol.

3.1.3 DETERMINACION DE LOS PARAMETROS FiSICO QUIMICOS

CUADRO No. 3

DETERMINACION DE LOS PARAMETROS FiSICO QUIMICOS DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO De Oreocallis grandiflora.
LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. SEPTIEMBRE DEL 2013.

Parametro Resultado
Indice de Refraccion 1.3655
pH 5.76 £ 0.05
Densidad Relativa 0.82 +0.02

El indice de refraccion del extracto de Oreocallis grandiflora, fue de 1.365 (CUADRO

No. 3) que comparado con el indice de refraccién del agua que es 1, nos da a entender

gue existen componentes solubles presentes en el extracto hidroalcohdlico.
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El valor del pH presente en el extracto de Oreocallis grandiflora, fue de 5.76 con una
variacion de £ 0.05 entre muestras, comparado con el alcohol utilizado para la
maceracion que se encuentra a una concentracion del 96%, y que tiene un pH de 6.95.

Esto indica que el extracto tiende a ser ligeramente acido.

La densidad relativa del extracto de Oreocallis grandiflora, fue de 0.82 con una
variacion de = 0.02 entre muestras, comparado con el solvente utilizado (alcohol etilico
al 96%) que presenta un valor de 0.70. Esto nos indica que el extracto presenta

compuestos que provienen de la droga cruda.

3.1.4 TAMIZAJE FITOQUIMICO

CUADRO No. 4 TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO De
Oreocallis grandiflora. LABORATORIO DE PRODUCTOS

NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. OCTUBRE

DEL 2013.

Tipo de ensayo Compuesto a identificar Resultado
Dragendorff Alcaloides -
Mayer Alcaloides -
Wagner Alcaloides -
Baljet Cumarinas ++
Lieberman-buchard Triterpenos y Esteroides ++ (verde)
Catequinas Compuesto Catequindlicos +
Resinas Resinas ++
Espuma Saponinas ++
ClzFe Fendlicos y Taninos +++ (verde intenso)
Borntrager Quinonas ++
Shinoda Flavonoides ++ (amarillo)
Antocianidina Flavonoides ++ (rojo)
Fehling Azucares Reductores 4+

Ausencia: (-). Evidencia Baja: (+). Evidencia Media: (++). Evidencia Alta: (+++).
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De acuerdo a los resultados de la determinacion fitoquimica (CUADRO No. 4), en el
extracto hidroalcohdlico de Oreocallis grandiflora, se evidencié la presencia en baja
cantidad de catequinas; también una mediana cantidad de: resinas, saponinas, de
cumarinas, quinonas, flavonoides tipo antocianidinas, triterpenos y esteroides; y una
cantidad alta de: compuestos fendlicos y taninos, azucares reductores. No se evidencio
la presencia de alcaloides segin los ensayos realizados de Dragendorff, Mayer y
Wagner. Los estudios que se realizaron con una planta Grevillea robusta, de la familia
Proteaceae, demostraron que presentan flavonoides considerables y eso concuerda con

los resultados presentes en el analisis (Sukumar D. 2014).

3.1.5 CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES EXPRESADOS COMO
PORCENTAJE DE RUTINA

CUADRO No. 5 CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES POR
ESPECTROFOTOMETRIA DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO Y
ACUOSO DE Oreocallis grandiflora. LABORATORIO DE ANALISIS
INSTRUMENTAL. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. OCTUBRE

DEL 2013.
MUESTRA ANALIZADA ABSORBANCIA PORCENTAJE
Estandar de Rutina 0.308 0.519
Extracto etanélico 0.637 1.14

Oreocallis grandiflora

Extracto acuoso de 0.553 0.99
Oreocallis grandiflora
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3.1.6 ANALISIS CROMATOGRAFICO DEL MARCADOR QUIMICO
EXPRESADO COMO PORCENTAJE DE QUERCETINA.

CUADRO No. 6 ANALISIS CROMATOGRAFICO PARA LA DETERMINACION DE
LOS FLAVONOIDES PRESENTES MEDIAN'[E LA MEDICION DE
LOS Rf EN EL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE Oreocallis
grandiflora, EXPRESADO COMO PORCENTAJE DE QUERCETINA.
LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. OCTUBRE DEL 2013.
Banda Mancha Rf Compuesto relacionado
1 Café 0.13 Flavonoide Glicosilado
2 Violeta 0.43 Quercetina
3 Amarillo 0.86 Hidroxiflavona

FOTOGRAFIA No. 3.

PLACA CROMATOGRAFICA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
Oreocallis grandiflora. LABORATORIO DE PRODUCTOS
NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. OCTUBRE
DEL 2013.

TLC —-EXTRACTO ETANOLICO DE Oreocallis grandiflora, ECUADOR

(CHIMBORAZO)

> 8.6cm

10cm

> 4.3cm

1.3cm

Fase Estacionaria: Silica gel 60 HF 554

Muestra: Extracto etandlico de Oreocallis grandiflora

Sistema de solventes: Cloroformo — Acetona — Acido férmico (75:16,5:8,5 v/v)

Revelador: Sulfato de Cerio
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En el (CUADRO No. 6) mostrd el nimero de bandas identificados en el TLC,
permitiendo identificar en base a los Rf los probables compuestos presentes en el
extracto hidroalcohodlico. A una distancia de 1.3 cm de recorrido del solvente, aparecio
la primera banda (color café pardo), relacionada con flavonoides glicosilados. A una
altura de 4.3 cm se logro identificar una segunda banda (color violeta), cuyo Rf es de
0.43, asociada a quercetina. A la altura de 8.6 cm aparecid una tercera banda (color

amarillo), con un Rf de 0.86, asociada a hidroxiflavona (Wagner, H. 1996).

En la FOTOGRAFIA No 3, permite reconocer cada uno de los componentes existentes
en el extracto hidroalcohélico de Oreocallis grandiflora, a través de la Cromatografia de
Capa Fina (TLC), cuyo sistema de solventes fue Cloroformo — Acetona — Acido

Férmico - (75:16,5:8,5) y un revelador de Sulfato de Cerio.

3.2 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE

3.2.1 PROTOCOLO DEL DISENO DE EXPERIMENTACION

El Protocolo del Disefio Experimental segin la TABLA No.3, se realizé fundamentado
en el esquema que presenta el Bioterio de la Facultad de Ciencias, de la Escuela de
Bioquimica y Farmacia, basado en el modelo utilizado en la investigacion “Influence of
antioxidant rich fresh vegetable juices on starch induced postprandial hyperglycemia in
rats” (Ashok T et al. 2011).

Para la investigacion se formaron grupos de 5 animales. Los sujetos experimentales
fueron Rattus norvegicus, de la cepa Wistar. Todos los animales tenian una edad
aproximada de 4 a 5 meses de edad, todos fueron machos, su peso promedio fue de 235
g*20.
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3.2.2 ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE

CUADRO No. 7 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL

EXTRACTO ACUOSO DE Oreocallis grandiflora, CON

HIPERGLUCEMIA INDUCIDA POR ALMIDON EN RATAS (Rattus

norvegicus). DIA 1. AREA BAJO LA CURVA (AUC) DE VALORES

DE GLICEMIA EXPRESADOS EN mg.min/dL. BIOTERIO DE LA

ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE

CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE DEL 2013.
AUC 0 - 120°
Grupo AUC 30° AUC 60° AUC 90" | AUC 120’

(total)
Blanco 2730 2760 2730 2655 10875
Control negativo 2940 3180 3195 3000 12315
Control positivo 2880 3030 2880 2735 11525
Dosis baja 3000 3270 3150 2885 12305
Dosis media 2985 3135 3030 2775 11925
Dosis dosis alta 2895 3030 2925 2670 11520

Control negativo: Administracion de almidon.

Control positivo: Administracion de Acarbosa 50mg.

Concentracion baja: Administracion de 0.02 mg del extracto acuoso.

Concentracion media: Administracién de 0.04 mg del extracto acuoso.

Concentracion alta: Administracion de 0.08 mg del extracto acuoso.
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115
110
105
100
95
90
85
80

Concentracion glicemia mg/dL

Nivel de Glucemia Dia 1

=@=Blanco
== Control -
== Control + 50 mg

=== Dosis 1

== DOsis 2

=@=Dosis 3

Glucosa Glucosa Glucosa Glucosa Glucosa

o' 30' 60' 90' 120'

GRAFICO No. 1

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL
EXTRACTO ACUOSO DE Oreocallis grandiflora, CON
HIPERGLUCEMIA INDUCIDA POR ALMIDON EN RATAS (Rattus
norvegicus). DIA 1. VALORES DE GLUCEMIA EXPRESADOS EN
mg/dL. BIOTERIO DE LA ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE DEL 2013.

AUCO - 120

13000
12500

12000

11500

11000

10500 -~
10000 -~
9500 -

i T
T m Blanco
| _ EControl -
T | B Control + 50 mg
| M Dosis Baja
MW Dosis Media
T . . . . . Dosis Alta

Blanco Control - Control Dosis Dosis  Dosis

+50mg Baja Media  Alta

GRAFICO No. 2

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL
EXTRACTO ACUOSO DE Oreocallis grandiflora, CON
HIPERGLUCEMIA INDUCIDA POR ALMIDON EN RATAS (Rattus
norvegicus). DIA 1. AREA BAJO LA CURVA (AUC) DE 0 - 120’ DE
VALORES DE GLUCEMIA EXPRESADOS EN mg.min/dL. BIOTERIO
DE LA ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE DEL 2013.
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Los animales de experimentacion fueron sometidos a un ayuno de 12 horas previas al
tratamiento. El grupo blanco presenté valores de glucemia que se mantuvieron normales
mientras durd el tiempo de experimentacion, asi también presentaron una Area Bajo la
Curva (AUC) total menor en comparacion al resto de grupos. EI grupo control negativo
present6 niveles de glucemia y Area Bajo la Curva (AUC) total elevados, lo que nos
indica que el almidon es metabolizado en una cantidad considerable y nos sirve como
referencia para comparar los resultados con los extractos de ensayo. El grupo de
animales de control positivo presenté valores de glucemia y Area Bajo la Curva (AUC)
total relativamente bajos en comparacion con el grupo control negativo, debido a la
administracion de almiddn, sirviendo este medicamento como un marcador para
verificar si las concentraciones de la planta provocaron un efecto similar al que se
espera de la sustancia comercial. EI grupo de animales al que se administré una
concentracion baja del extracto, present6d valores de glucemia y AUC total elevados,
similares al Control negativo, con valores menores pero sin diferencia notoria. EI grupo
de animales al que se administré una concentracion media del extracto, presentd valores
de AUC total que se encuentran entre los 11500 y 12000 mg.min/dL, dando a notar que
el almidén administrado no se metabolizd en una cantidad notable como ocurri6 con el
grupo Control negativo y el grupo con concentracion baja. EI grupo de animales al que
se administré una dosis alta del extracto, presentd niveles de glucemia relativamente
bajos y un AUC total que se encuentra alrededor de 11500 mg.min/dL, similares al
grupo de control positivo. Esto permitio interpretar que a una dosis alta del extracto

ejerce funciones semejantes al medicamento utilizado.
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CUADRO No. 8

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL
EXTRACTO ACUOSO DE Oreocallis grandiflora, CON
HIPERGLUCEMIA INDUCIDA POR ALMIDON EN RATAS (Rattus
norvegicus). DIA 5. AREA BAJO LA CURVA DE VALORES DE
GLUCEMIA EXPRESADOS EN mg.min/dL. BIOTERIO DE LA
ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE DEL 2013.

Grupo AUC 30' AUC 60" | AUC90" | AUC 120" | AUCO - 120
Blanco 2715 2760 2730 2655 10860
Control neg. 3060 3315 3330 3210 12915
Control posit. 2648 2813 2745 2605 10810
Dosis baja 2970 3255 3210 3030 12465
Dosis media 2925 3120 3090 2850 11985
Dosis alta 2790 2925 2880 2700 11295

Control negativo: Administracion de almidén.

Control positivo: Administracion de Acarbosa 50mg.

Concentracion baja: Administracion de 0.02 mg del extracto acuoso.
Concentracion media: Administracién de 0.04 mg del extracto acuoso.
Concentracion alta: Administracion de 0.08 mg del extracto acuoso.
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GRAFICO No. 3

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL
EXTRACTO ACUOSO DE Oreocallis grandiflora, CON
HIPERGLUCEMIA INDUCIDA POR ALMIDON EN RATAS (Rattus
norvegicus). DIA 5. VALORES DE GLUCEMIA EXPRESADOS EN
mg/dL. BIOTERIO DE LA ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE DEL 2013.
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GRAFICO No. 4 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL
EXTRACTO ACUOSO DE Oreocallis grandiflora, CON
HIPERGLUCEMIA INDUCIDA POR ALMIDON EN RATAS (Rattus
norvegicus). DIA 5. AREA BAJO LA CURVA DE 0 - 120’ DE
VALORES DE GLUCEMIA EXPRESADOS EN mg.min/dL. BIOTERIO
DE LA ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE DEL 2013.

En comparacion con los Graficos del tratamiento del dia 1, se pudo notar que en el dia
5, segun el (Grafico de No. 3), los valores del grupo Blanco no presentan diferencias
apreciables. El grupo control negativo presentd niveles un poco mayores al dia 1.
Después de las dos horas, su disminucion no fue de forma drastica como lo fue en el dia
1, sino de forma paulatina, esto puede ser debido a que como se le administro todos los
dias una sobrecarga de almidon, el organismo almacend la glucosa en forma de
glucégeno en los tejidos y musculos, y al momento de su eliminacion toma parte de ese
glucégeno. (Patifio R. et al. 2006). En el grupo de animales control positivo, se observé
una disminucion considerable de los niveles de AUC, llegando a mantenerse a un nivel
similar al grupo de animales Blanco. En los grupos de animales que se les administrd
una dosis baja, dosis media y dosis alta, hubo una disminucion de los niveles de AUC,
pero no de forma considerable, que pudo ser debido al tiempo de experimentacion que

era corto hasta ese momento.
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CUADRO No. 9 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL
EXTRACTO ACUOSO DE Oreocallis grandiflora, CON
HIPERGLUCEMIA INDUCIDA POR ALMIDON EN RATAS (Rattus
norvegicus). DIA 15. AREA BAJO LA CURVA DE VALORES DE
GLUCEMIA EXPRESADOS EN mg.min/dL. BIOTERIO DE LA
ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE DEL 2013.

Grupo AUC 30 AUC 60° AUC 90" AUC 120° AUC 0 - 120°
Blanco 2865 2940 2880 2730 11415
Control neg 3255 3465 3495 3420 13635
Control posit. 2445 2625 2580 2445 10095
Dosis baja 2955 3255 3285 3120 12615
Dosis media 2775 3045 3045 2880 11745
Dosis alta 2625 2835 2835 2685 10980
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GRAFICO No. 5 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL

EXTRACTO ACUOSO DE Oreocallis grandiflora, CON
HIPERGLUCEMIA INDUCIDA POR ALMIDON EN RATAS (Rattus
norvegicus). DIA 15. VALORES DE GLUCEMIA EXPRESADOS EN
mg/dL. BIOTERIO DE LA ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE DEL 2013.
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GRAFICO No. 6.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL
EXTRACTO ACUOSO DE Oreocallis grandiflora, CON
HIPERGLUCEMIA INDUCIDA POR ALMIDON EN RATAS (Rattus
norvegicus). DIA 15. AREA BAJO LA CURVA DE 0 - 120’ DE
VALORES DE GLUCEMIA EXPRESADOS EN mg.min/dL. BIOTERIO
DE LA ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE DEL 2013.

Los valores del Area Bajo la Curva (AUC) en el grupo Blanco se mantienen casi

constantes, se elevan progresivamente debido a que su alimentacién es buena. En lo

que respecta a los tratamientos de los animales de los grupos que se les administraron

las dosis baja, dosis media y dosis alta, se observa un efecto sobre la absorcién de la

glucosa formada a partir del metabolismo del almidén que podria indicar una inhibicion

del mismo, dependiendo de las concentraciones administradas del extracto de la planta.

Esto no permite que exista una elevacion en los valores de Area Bajo la Curva (AUC)

por lo que se ve una linealidad menos variable que en los gréaficos anteriores.
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CUADRO No. 10

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL
EXTRACTO ACUOSO DE Oreocallis grandiflora, CON
HIPERGLUCEMIA INDUCIDA POR ALMIDON EN RATAS (Rattus
norvegicus). DIA 30. AREA BAJO LA CURVA DE VALORES DE
GLUCEMIA EXPRESADOS EN mg.min/dL. BIOTERIO DE LA
ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE DEL 2013.

Grupo AUC 30" | AUC 60" AUC 90" | AUC 120 AUC 0 - 120"
Blanco 2970 2955 2865 2760 11550
Control neg. 3435 3585 3600 3540 14160
Control posit. 2265 2430 2415 2310 9420
Dosis baja 2790 3120 3195 2985 12090
Dosis media 2535 2805 2850 2670 10860
Dosis alta 2325 2475 2550 2460 9810
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GRAFICO No. 7

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL
EXTRACTO ACUOSO DE Oreocallis grandiflora, CON
HIPERGLUCEMIA INDUCIDA POR ALMIDON EN RATAS (Rattus
norvegicus). DIA 30. VALORES DE GLUCEMIA EXPRESADOS EN
mg/dL. BIOTERIO DE LA ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE DEL 2013.
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GRAFICO No. 8

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL
EXTRACTO ACUOSO DE Oreocallis grandiflora, CON
HIPERGLUCEMIA INDUCIDA POR ALMIDON EN RATAS (Rattus
norvegicus). DIA 30. AREA BAJO LA CURVA DE 0 - 120’ DE
VALORES DE GLUCEMIA EXPRESADOS EN mg.min/dL. BIOTERIO
DE LA ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE DEL 2013.

En referencia a las concentraciones de extracto administradas, se puede observar que a

esta instancia incluso el grupo de animales a concentracién baja ejerce un efecto

considerable para evitar que se eleven los niveles de Area Bajo la Curva (AUC). Aqui

también se pudo observar que el grupo de animales de dosis alta presenta una similitud

en su efecto con el grupo de animales de control positivo.
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3.2.3 ANALISIS ESTADISTICO

AUC TOTAL EN EL TIEMPO DE TRATAMIENTO
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GRAFICO No. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL

EXTRACTO ACUOSO DE Oreocallis grandiflora, CON
HIPERGLUCEMIA INDUCIDA POR ALMIDON EN RATAS (Rattus
norvegicus). AREA BAJO LA CURVA TOTAL DE VALORES DE
GLUCEMIA EXPRESADOS EN mg.min/dL. DURANTE TODO EL
TIEMPO DE EXPERIMENTACION. BIOTERIO DE LA ESCUELA DE
BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
NOVIEMBRE DEL 2013.
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CUADRO No. 11 ANALISIS ESTADISTICO MEDIANTE EL TEST DE ANOVA PARA
DATOS AGRUPADOS, COMPARACION ENTRE LOS TIPOS DE
TRATAMIENTOS Y EL TIEMPO DE DURACION DEL
TRATAMIENTO, DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL
EXTRACTO ACUOSO DE Oreocallis grandiflora. BIOTERIO DE LA
ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE

CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE DEL 2013.

Blanco Control - Control + 50 mg  Dosis Baja Dosis Media  Dosis Alta
Dial 10875 12315 11525 12305 11925 11520
Dia 5 10860 12315 10810 12465 11985 11295
Dia 15 11415 13635 10095 12615 11745 10980
Dia 30 11550 14160 9420 12090 10860 9810
Blanco Control - Control + 30 mg  Dosis Baja Dosis Media  Dosis Alta
Promedio 11175 13256,25 10462,5 12368,75 11628,75 10501,25
desviacion 359,3744565 8088301738 907,6572407 2248471703 522,5473447 760,4644962
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de los variaciones  Suma de cuadrados  Grados de bertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Dias 806704,1667 3 268901,3883 0,60016863  0,62477512 3,287382105
Tratamientos 21166295,83 3 4233259,167 9,44833117  0,000315087 2,901294536
Error 6720645,833 15 443043,0556
Total 28693645,83 23

El CUADRO No. 11, permitid conocer si existe diferencia entre los tratamientos
utilizados en el experimento y también conocer si existe desemejanza entre los dias en
el que se desarrollé la investigacién. Es asi que utilizando el Test Estadistico ANOVA,
para datos Agrupados a un nivel de significancia del 95 %, el valor de F fue 0.60016,
siendo mucho menor que el valor critico para F que es 3.2873, dando a entender que no
hay diferencia estadisticamente significativa entre los dias en los que se desarrolld la
investigacion. Esto demuestra que no existe ni habituacion ni sensibilizacion en los
organismos de los sujetos experimentales hacia el efecto farmacoldgico de los extractos.
Es decir se puede utilizar la misma dosis por largos periodos de tiempo para obtener

similares resultados.

Enfocandonos en los tratamientos resultdo que hay un valor de F de 9.4483, que en
comparacion con el valor critico para F que es 2.901294, resulta ser mayor, lo que nos

da a entender que existio una diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos
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en la experimentacién; por lo que se procedié a realizar un test de Tuckey HSD para

conocer los grupos que son diferentes.

CUADRO No. 12

ANALISIS ESTADISTICO MEDIANTE EL TEST DE TUKEY HSD,
PARA COMPARACIONES MULTIPLES, ENTRE LOS TIPOS DE
TRATAMIENTOS Y EL TIEMPO DE DURACION DEL
TRATAMIENTO, DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL
EXTRACTO ACUOSO DE Oreocallis grandiflora. BIOTERIO DE LA
ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE DEL 2013.

Anowva Un Factor, Comparaciones Multiples

Himero de Casos: 30

Método: Tukey HSD al 95.00%

Grupos
2 Media Homogéneos

C+ 5 10462.5000 X

Alto 5 10%01.2500 X

Blanco 3 11175.0000 XX

Medio 5 11628.7500 XX

Bajo 5 12368.7500 XX

L 5 13256.2500 X

Contraste Diferencia +/- Limite
Blanco WS C- *-2081.2500 *1264.6029
Blanco VS C+ 712.5000 1264.60259
Blanco WS Bajo -1193.7500 1264 .6029
Blanco WS Medio -453.7500 1264 .6029
Blanco VS Alto 273.7500 1264 .6029
C- V5 C+ *2793.7500 *1264.6025
C- VS Bajo 887.5000 1264.6029
C- VS Medio *1627.5000 *1264.6029
C- VS Alto *2355.0000 *1264.6029
C+ VS Bajo *-1906.2500 *1264.6029
C+ VS Medio -1166.2500 1264.60259
C+ W5 Alto -438.7500 1264.60259
Bajo VS Medio 740.0000 1264.6029
Bajo V5 Alto *1467.5000 *1264.6029
Medio V5 Alto 727.5000 1264 .6029

*Diferencia estadisticamente significativa

Después de realizar el Anélisis Estadistico de ANOVA, donde permitié conocer que

existe diferencia entre los tratamientos utilizados en la experimentacion, se procedio a

realizar un Analisis Estadistico de TUKEY HSD al 95 %, para conocer entre qué grupos

existe diferencia estadisticamente significativa.

La administracion de la concentracion baja no produjo una actividad significativa para

inhibir la absorcion de glucosa a partir de almidon en comparacion con el grupo control
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negativo, es decir, la concentracion administrada a este grupo no ha sido suficiente para
que exista una actividad farmacoldgica considerable. Esto se confirma al observar que
existio diferencia entre el grupo de concentracion baja con los grupos de control

positivo y de concentracion alta.

La administracion de la concentracion media si presentd un efecto sobre la absorcion de
la glucosa a partir de almidon diferente al observado en el grupo control negativo, es
decir ya existié una actividad farmacologica que se empieza a apreciar. En comparacién
con el grupo control positivo se pudo observar que los resultados no son
significativamente diferentes lo que indic6 que esta concentracion ejerceria una
actividad farmacologica bastante similar a la concentracion administrada del

medicamento comercial.

La administracion de la concentracion alta present6 una actividad farmacologica similar
a la concentracion media y al medicamento comercial del grupo control positivo y es
muy diferente al grupo negativo y bajo, indicando que si ejerce una actividad en el

metabolismo del almidon, que es dosis dependiente.

Los estudios realizados en la Universidad de Loja (Alejandro-Espinosa M et al. 2012),
sobre la actividad hipoglicemiante de Oreocallis grandiflora por inhibicién de alfa
amilasa in vitro, demuestran que existe una relacion dosis dependiente, es decir va en
correlacion de la concentracion del extracto para conocer la actividad de inhibicién de la
enzima alfa amilasa. En base a este fundamento se puede interrelacionar los resultados
obtenidos en el experimento y suponer que el metabolismo, in vivo, del almidén es

interrumpido en cierta manera, por la inhibicién de la enzima alfa amilasa.
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CUADRO No. 13

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL

EXTRACTO

ACUOSO

Oreocallis

grandiflora, CON

HIPERGLUCEMIA INDUCIDA POR ALMIDON EN RATAS (Rattus
norvegicus). VALORES DE TRIGLICERIDOS EXPRESADOS EN
mg/dL. BIOTERIO DE LA ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE DEL 2013.

Grupo DIA1 DIAS DIA 15 DIA 30
Blanco 97 100 110 121
Control neg. 93 103 117 134
Control posit. 115 104 93 89
Dosis baja 93 100 103 121
Dosis media 98 102 106 125
Dosis alta 100 102 105 121

Control negativo: Administracion de almidén.

Control positivo: Administracion de Acarbosa 50mg.

Concentracion baja: Administracion de 0.02 mg del extracto acuoso.
Concentracion media: Administracion de 0.04 mg del extracto acuoso.

Concentracién alta: Administracion de 0.08 mg del extracto acuoso.
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GRAFICO No. 10

COMPARACION ENTRE LOS TIPOS DE TRATAMIENTOS Y TIEMPO
DE DURACION DEL TRATAMIENTO, DE LA ACTIVIDAD
HIPOGLUCEMIANTE DEL EXTRACTO ACUOSO DE Oreocallis
grandiflora. NIVELES DE TRIGLICERIDOS EXPRESADOS EN
mg/dL. BIOTERIO DE LA ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE DEL 2013.
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GRAFICO No. 11

COMPARACION ENTRE LOS TIPOS DE TRATAMIENTOS, DE LA
ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL EXTRACTO ACUOSO DE
Oreocallis grandiflora. DIFERENCIA DE LOS NIVELES DE
TRIGLICERIDOS ENTRE EL DIA 1 Y DIA 30. BIOTERIO DE LA
ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE DEL 2013.
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CUADRO No. 14 ANALISIS ESTADISTICO MEDIANTE EL TEST DE ANOVA PARA
DATOS AGRUPADOS, COMPARACION ENTRE LOS TIPOS DE
TRATAMIENTOS, DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL
EXTRACTO ACUOSO DE Oreocallis grandiflora. NIVELES DE
TRIGLICERIDOS EXPRESADOS EN mg/dL. BIOTERIO DE LA
ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE DEL 2013.

12/02/2014 17:28

Anova Un Factor

Mimero de Casos: 30
Suma de
Cuadrados

Entre Grupos 13553.0667

Dentro Grupos 238.2400

Total (corr.) 13791.3067

Cuadrado
Medio F-valor p-valor

2710.6133 273.0638 0.0002E-16
9.9267

El CUADRO No. 14, permitio conocer si los tratamientos utilizados difieren

significativamente en los niveles de triglicéridos de cada animal de experimentacién. Es

asi que utilizando el Test Estadistico ANOVA, para datos Agrupados a un nivel de

significancia del 95 %, el valor de p fue 0.6382, siendo menor que 5%, lo que expresa

que si existe diferencia estadisticamente entre tratamientos.
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CUADRO No. 15

ANALISIS ESTADISTICO MEDIANTE EL TEST DE TUKEY HSD,
PARA COMPARACIONES MULTIPLES, COMPARACION ENTRE
LOS TIPOS DE TRATAMIENTOS, DE LA ACTIVIDAD
HIPOGLUCEMIANTE DEL EXTRACTO ACUOSO DE Oreocallis
grandiflora. DIFERENCIA DE LOS NIVELES DE TRIGLICERIDOS
ENTRE EL DIA 1 Y DIA 30. BIOTERIO DE LA ESCUELA DE
BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
NOVIEMBRE DEL 2013.

12/02/2014 17:31
Anova Un Factor, Comparaciones Mialtiples
Himero de Casos: 30
Método: Tukey HSD al 95.00%
Grupos

H Media Homogéneos
C+ 5 -26.0000 X
Dosis Alta 3 20.8000 X
Blanco 5 24.2000 =
Dosis media 5 27.0000 X
Dosis baja 5 25.0000 X
- 5 41,5000 X
Contraste Diferencia +/- Limite
Blanco VS C- *-17.4000 *6.,1613
Blance V5 C+ *50.2000 *6.1613
Blanco V5 Dosis baja -3.8000 6.1613
Blanco VS Dosis media -2.8000 6.1613
Blanco VS Dosis Alta 3.4000 6.1613
C- W5 C+ *57. 6000 *6.1613
C- V35 Dosis baja *13.6000 *65.1613
C- VW5 Dosis media *14, 6000 *6.1613
C- V35 Dosis Alta *20.8000 *65.1613
C+ VW5 Dosis baja *-54.0000 *6.,1613
C+ V5 Dosis media *-53.0000 *65.1613
C+ VW5 Dosis Alta *-46.8000 *6.,1613
Dosiz baja VS Dosis media 1.0000 6.1613
Do=i= baja VS Dosis Alta *7.,2000 *5.1613
Dosis media V5 Dosis Alta *6.2000 *6.1613

*Diferencia estadisticamente significativa

En el CUADRO No. 15, permiti6 identificar qué tipos de grupos presentan diferencia

estadisticamente significativa mediante el test de Tukey HSD a un nivel de significancia

del 95 %.
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Debido a la administracion de almidédn va a haber un aumento de triglicéridos en sangre
tal como se evidencia en el grupo control negativo. Se observé que la administracion del
extracto en sus tres dosis logra reducir este incremento. Sin embargo no presenta un
efecto evidente en la disminucion de trigliceridos como lo observado en el control
positivo.

La inhibicion del metabolismo del almidén que provocé el extracto no es suficiente
como para controlar o evitar el aumento de triglicéridos en sangre de la forma en que se

evidencia con el tratamiento de acarbosa.

CUADRO No. 16 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL
EXTRACTO ACUOSO DE Oreocallis grandiflora, CON
HIPERGLUCEMIA INDUCIDA POR ALMIDON EN RATAS (Rattus
norvegicus). VALORES DE COLESTEROL EXPRESADOS EN
mg/dL. BIOTERIO DE LA ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE DEL 2013.

Grupo DIA1 DIAS DIA 15 DIA 30
Blanco 169 167 165 163
Control neg. 174 173 171 168
Control posit. 172 169 167 166
Dosis baja 175 173 169 157
Dosis media 171 169 165 160
Dosis alta 179 175 174 160
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GRAFICO No. 12

COMPARACION ENTRE LOS TIPOS DE TRATAMIENTOS Y TIEMPO
DE DURACION DEL TRATAMIENTO, DE LA ACTIVIDAD
HIPOGLUCEMIANTE DEL EXTRACTO ACUOSO DE Oreocallis
grandiflora. NIVELES DE COLESTEROL EXPRESADOS EN mg/dL.
BIOTERIO DE LA ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE DEL 2013.
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GRAFICO No. 13

COMPARACION ENTRE LOS TIPOS DE TRATAMIENTOS, DE LA
ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL EXTRACTO ACUOSO DE
Oreocallis grandiflora. DIFERENCIA DE LOS NIVELES DE
COLESTEROL ENTRE EL DIA 1 Y DA 30. BIOTERIO DE LA
ESCUELA DE BIOQUIIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE

CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE DEL 2013.
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CUADRO No. 17 ANALISIS ESTADISTICO MEDIANTE EL TEST DE ANOVA PARA
DATOS AGRUPADOS, COMPARACION ENTRE LOS TIPOS DE
TRATAMIENTOS, DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL
EXTRACTO ACUOSO DE Oreocallis grandiflora. DIFERENCIA DE
LOS NIVELES DE COLESTEROL ENTRE EL DIA 1 Y DIA 30.
BIOTERIO DE LA ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. NOVIEMBRE DEL 2013.

12/02/2014 16:18
Anova Un Factor
Himeroc de Casos: 30

Suma de Cuadrado

Cuadrados G.L. Medio F-valor p-valor
Entre Grupos 837.0667 5 167.41353 12.7796 0.0004E-2
Dentro Grupos 314.4000 24 13.1000
Total (corr.) 1151.4867 25

El CUADRO No. 17, permitio conocer si los tratamientos utilizados difieren
significativamente en los niveles de colesterol de cada animal de experimentacion. Es
asi que utilizando el Test Estadistico ANOVA, para datos Agrupados a un nivel de
significancia del 95 %, el valor de p fue 0.0004E-2, siendo menor que 5%, lo que

expresa que si existid diferencia estadisticamente entre tratamientos.
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CUADRO No. 18

ANALISIS ESTADISTICO MEDIANTE EL TEST DE TUKEY HSD,
PARA COMPARACIONES MULTIPLES, COMPARACION ENTRE
LOS TIPOS DE TRATAMIENTOS, DE LA ACTIVIDAD
HIPOGLUCEMIANTE DEL EXTRACTO ACUOSO DE Oreocallis
grandiflora. DIFERENCIA DE LOS NIVELES DE COLESTEROL
ENTRE EL DIA 1 Y DIA 30. BIOTERIO DE LA ESCUELA DE
BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
NOVIEMBRE DEL 2013.

12/02/2014 16:01
Anova Un Factor, Comparaciones Miltiples
Mimerc de Casos: 30
Método: Tukey HSD al 95.00%
Grupos

H Media Homogéneos
c- 5 5.8000 X
Blanco 3 6.4000 X
C+ 3 6.4000 X
Dosis media bl 11.0000 X X
Dosis baja 5 17.8000 L
Dosis Alta 3 18.2000 X
Contraste Diferencia +/- Limite
Blanco VS C- 0.8000 7.0780
Blanco VS C+ 0.0000 7.0780
Blanco VS Dosis baja *-11.4000 *7.0780
Blance VS Dosis media -4.6000 7.0780
Blanco VS Dosis Alta *-11.8000 *7.0780
C- V5 C+ -0.6000 7.0780
C- VS Dosis bkaja *-12.0000 *7.0780
C- V5 Dosis media -5.2000 7.0780
C- V5 Dosis Alta *-12.4000 *7.0780
C+ VS Dosis baja *-11.4000 *7.0780
C+ V5 Dosis media -4.6000 7.0780
C+ V5 Dosis Alta *-11.8000 *7.0780
Dosis baja VS Deosis media 6.8000 7.0780
Dosis baja VS Desiz Alta -0.4000 7.0780
Dosis media VS Dosis Alta *-7.2000 *7.0780

*Diferencia estadisticamente significativa

En el CUADRO No. 18, se observo que existe una diferencia estadisticamente

significativa de la reduccién de colesterol en sangre producida con el tratamiento del

extracto a dosis alta y el control negativo.

Lo mismo sucede con el tratamiento a una dosis baja, esto nos permitié suponer que el

uso de este extracto presenta un efecto sobre los niveles de colesterol, promoviendo su

reduccion.
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3.2.4 ANALISIS HISTOPATOLOGICO DE RATAS (Rattus norvegicus).

CUADRO No. 19 DISENO HISTOPATOLOGICO DE RATAS (Rattus norvegicus) DE
LA CEPA WISTAR, A LOS QUE SE LES ADMINISTRO DOSIS DEL
EXTRACTO DE Oreocallis grandiflora, ALMIDON Y ACARBOSA.
POR EL LAPSO DE 30 DIAS. BIOTERIO DE LA ESCUELA DE
BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
NOVIEMBRE DEL 2013.

Muestra Examen Macroscépico Examen microscépico
Higado Higado
Peso: 11.1 mg Lobulillos hepaticos de arquitectura normal. Espacios
Color: Rojo oscuro porta normales. Congestion vascular.
Largo: 5.5cm Rifién
Ancho: 4.0 cm Glomérulos normales. Tabulos de calibre Normales.
Profundidad: 0.6 Vasos Congestivos.
Rifion Estémago
Blanco Peso: 1.1 mg Integridad de la mucosa Gastrica. Sin lesiones focales ni
Color: café oscuro erosivos.

Largo: 1.7 cm

Ancho: 1.1 cm

Profundidad: 0.5 cm
Estomago

Peso: 2.9 mg

Color: blanquecino

Largo: 3cm

Ancho: 1,1

Profundidad: 0.6

Higado Higado
Peso: 12.6 mg Espacios porta normales. Lobulillos hepéticos de
Color: Rojo oscuro arquitectura normal. Congestién vascular.

Largo: 5.7 cm

Control Ancho: 4.6 cm Rifi6n
Negativo | Profundidad: 0.7 Tubulos de calibre Normales. Glomérulos normales.
Rifién Vasos Congestivos.
Peso: 1.1 mg Estémago
Color: café oscuro Sin lesiones focales ni erosivos. Integridad de la mucosa
Largo: 1.7 cm Géstrica.
Ancho: 1.2 cm

Profundidad: 0.6 cm
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Estomago
Peso: 4.3 mg
Color: blanguecino
Largo: 2.9 cm
Ancho: 1,6
Profundidad: 0.6

Control

Positivo

Higado
Peso: 12.6 mg
Color: Rojo oscuro
Largo: 5.5cm
Ancho: 4.6 cm
Profundidad: 0.7 cm

Rifién
Peso: 1.0 mg
Color: café oscuro
Largo: 1.7 cm
Ancho: 1.1 cm
Profundidad: 0.5 cm

Estomago
Peso: 1.9 mg
Color: blanquecino
Largo: 2.3 cm
Ancho: 1,1 cm
Profundidad: 0.6 cm

Higado
Congestién vascular. Espacios porta normales.

Lobulillos hepéticos de arquitectura normal.

Rifién
Vasos Congestivos. Tubulos de calibre Normales.

Glomérulos normales.

Estémago
Integridad de la mucosa Gastrica. Sin lesiones focales ni

erosivos.

Dosis Baja

Higado
Peso: 11.1 mg
Color: Rojo oscuro
Largo: 6.2 cm
Ancho: 4.3 cm
Profundidad: 0.9

Rifion
Peso: 1.5 mg
Color: café oscuro
Largo: 2.2cm
Ancho: 1.1 cm

Higado
Lobulillos hepéticos de arquitectura normal. Congestion

vascular. Espacios porta normales.

Rifi6n
Vasos Congestivos. Glomérulos normales. Tubulos de

calibre Normales.

Estémago
Sin lesiones focales ni erosivos. Integridad de la mucosa

Gastrica.
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Profundidad: 0.6 cm

Estomago
Peso: 1.4 mg
Color: blanquecino
Largo: 3.1 cm
Ancho: 1,2 cm
Profundidad: 0.7 cm

Dosis
Media

Higado

Peso: 12.3 g
Color: Rojo oscuro
Largo: 6.2 cm
Ancho: 4.1 cm
Profundidad: 0.9

Rifién
Peso: 3.3 ¢
Color: café oscuro
Largo: 1.8 cm
Ancho: 1.5 cm
Profundidad: 0.7 cm

Estomago
Peso: 2.8 mg
Color: blanquecino
Largo: 2.6 cm
Ancho: 1.5 cm
Profundidad: 0.6 cm

Higado
Congestion vascular. Lobulillos hepéticos de

arquitectura normal. Espacios porta normales.

Rifién
Tubulos de calibre Normales. Vasos Congestivos.

Glomérulos normales.

Estémago
Integridad de la mucosa Géstrica. Sin lesiones focales ni

erosivos.
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Higado
Peso: 14.9 mg
Color: Rojo oscuro
Largo: 6.2 cm
Ancho: 4.3 cm
Profundidad: 0.8
Dosis Alta

Rifién
Peso: 1.4 mg
Color: café oscuro
Largo: 1.8 cm
Ancho: 1.2 cm
Profundidad: 0.6 cm

Estomago
Peso: 7.3 mg
Color: blanquecino
Largo: 3.6 cm
Ancho: 1,6 cm
Profundidad: 1.1 cm

Higado
Congestion vascular. Lobulillos hepéticos de
arquitectura normal. Espacios porta normales.

Rifnon
Glomérulos normales. Tubulos de calibre Normales.

Vasos Congestivos.

Estomago
Sin lesiones focales ni erosivos. Integridad de la mucosa
Géstrica.

En el CUADRO No. 19, se observé que al terminar el tratamiento a diferentes

concentraciones de administracion del extracto no provoco ningun efecto toxico a nivel

de los 6rganos implicados en funciones directas en el metabolismo de las sustancias

(estbmago, higado y rifiones), resultado que fue emitido por el Doctor Oswaldo Duque

(Patélogo). Estos resultados demostraron ser eficaces a las concentraciones

administradas del extracto.
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CONCLUSIONES

1. El extracto acuoso de Oreocallis grandiflora, administrado a una concentracion
superior a 0.02 mg planta/mL present6 una actividad inhibitoria de la absorcién de
glucosa a partir del sustrato de almidon, probablemente por la inhibicion de la
enzima alfa amilasa en el intestino delgado de Rattus norvegicus; a una
concentracion de 0.04 mg planta/mL se aprecio el efecto farmacoldgico deseado,
dandonos a entender que a partir de esta concentracion se puede adquirir la
disminucion de los niveles de glucemia en la sangre; y a una concentracion de 0.08
mg planta/ml, ejerce una actividad inhibitoria de la absorcién de glucosa similar a la
que se produce tras la administracion de 50 mg/Kg peso de acarbosa, en Rattus

norvegicus.

2. La actividad inhibitoria de la absorcion de glucosa en Rattus norvegicus, producida
por el extracto acuoso de Oreocallis grandiflora, es dosis dependiente. No se
observo ni habituacién ni sensibilizacion respecto al efecto farmacoldgico del

extracto de Oreocallis grandiflora durante el tiempo de experimentacion.

3. Aunque el extracto acuoso de Oreocallis grandiflora, previno ligeramente el
incremento natural de la concentracion de los triglicéridos en sangre (20 mg/dL) en
los grupos experimentales, no se evidencio un claro efecto sobre la disminucién de

los mismos.

4. La administracién del extracto acuosos de Oreocallis grandiflora, a concentraciones
altas presento un evidente efecto sobre la reduccion de concentracion de colesterol en
sangre (20mg/dL) en los 30 dias que durd la experimentacion en los grupos de

ensayo.

5. La administracion del extracto acuoso de Oreocallis grandiflora no presentd un
efecto toxico agudo sobre los 6rganos farmacocinéticos (estdmago, higado y rifiones)
de los sujetos experimentales durante los 30 dias que fue el tiempo que dur6 la

experimentacion.
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6. La caracterizacion fitoquimico preliminar del extracto hidroalcohélico de Oreocallis
grandiflora, evidencio la presencia de catequinas, resinas, saponinas, Cumarinas,
quinonas, Triterpenos, esteroides, compuesto fendlicos y taninos, azucares reductores
y flavonoides de tipo antocianidinas. Dichos flavonoides se encuentra en un
porcentaje de 1.14 en el extracto etanolico y en un porcentaje del 0.99 en el extracto

acuoso, de un total de 50 g de la planta vegetal seca.
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RECOMENDACIONES

1. Investigar en fracciones purificadas del extracto compuestos que tengan efecto sobre

la inhibicion de alfa amilasa y la reduccion del colesterol.

2. Realizar pruebas de toxicidad crdnica del extracto de Oreocallis grandiflora a fin de

tener certeza sobre la seguridad de su uso.

3. Desarrollar una forma farmacéutica del extracto con posteriores criterios de

industrializar.
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ANEXOS

ANEXO No. 1. RESULTADOS DEL CONTROL DE CALIDAD DE LA DROGA
SECA Y PULVERIZADA DE Oreocallis grandiflora

Contenido de humedad Contenido de cenizas totales
FOTOGRAFIA No. 4. CONTROL DE CALIDAD DE LA DROGA SECA Y PULVERIZADA

ANEXO No. 2. TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO De
Oreocallis grandiflora.

ENSAYO DE ANTOCIANIDINAS

ENSAYO DE BORNTRAGER ENSAYO DE FEHLING
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ENSAYO DE FeCls; ENSAYO DE SHINODA

FOTOGRAFIA No. 5. ENSAYOS REALIZADOS PARA LA IDENTIFICACION DE METABOLITOS
SECUNDARIOS DEL EXTRACTO.

ANEXO No. 3. CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES TOTALES EXPRESADOS COMO RUTINA.

2 MUESTRAS LISTAS PARA EL
PREPARACION DE LA MUESTRA ANALISIS

FOTOGRAFIA No. 6. METODO DE RUTINA
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ANEXO No. 4. DISENO DE EXPERIMENTACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE Oreocallis grandiflora.

ADMINISTRACION DEL MEDICION DE LOS NIVELES DE
EXTRACTO, ALMIDON Y GLUCOSA. TRIGLICERIDOS Y
ACARBOSA COLESTEROL EN SANGRE

DISECCION DE LA RATA (Rattus

: ESTOMAGO
norvegicus)

HIGADO RINONES

FOTOGRAFIA No. 7. DISENO EXPERIMENTAL
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ANEXO No. 5. VALORES DE LOS NIVELES DE TRIGLICERIDOS EN SANGRE.

ANIMAL DIA1 DIAS DIA 15 DIA 30 TRATAMIENTO
Animal 1 93 103 117 134 | Control -
Animal 1 115 104 93 89 | Control +
Animal 1 97 100 110 121 | Blanco

Animal 1 93 100 103 121 | Dosis baja
Animal 1 98 102 106 125 | Dosis Media
Animal 1 100 102 105 121 | Dosis Alta
ANIMAL DIA1 DIAS DIA 15 DIA 30 TRATAMIENTO
Animal 2 95 100 115 137 | Control -
Animal 2 118 102 95 92 | Control +
Animal 2 94 97 107 120 | Blanco

Animal 2 95 97 100 124 | Dosis baja
Animal 2 100 105 103 123 | Dosis Media
Animal 2 97 104 103 125 | Dosis Alta
ANIMAL DIA1 DIAS DIA 15 DIA 30 TRATAMIENTO
Animal 3 91 106 119 131 | Control -
Animal 3 112 106 91 91 | Control +
Animal 3 100 100 110 122 | Blanco

Animal 3 90 103 106 121 | Dosis baja
Animal 3 99 99 108 127 | Dosis Media
Animal 3 104 105 106 118 | Dosis Alta
ANIMAL DIA1 DIAS DIA 15 DIA 30 TRATAMIENTO
Animal 4 94 104 114 136 | Control -
Animal 4 114 105 96 86 | Control +
Animal 4 99 103 113 124 | Blanco

Animal 4 94 98 102 118 | Dosis baja
Animal 4 96 101 105 128 | Dosis Media
Animal 4 99 99 105 123 | Dosis Alta
ANIMAL DIA1 DIAS DIA 15 DIA 30 TRATAMIENTO
Animal 5 92 102 120 135 | Control -
Animal 5 116 103 90 87 | Control +
Animal 5 94 100 110 118 | Blanco

Animal 5 93 102 104 121 | Dosis baja
Animal 5 97 102 107 122 | Dosis Media
Animal 5 102 98 106 119 | Dosis Alta
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ANEXO No. 6. VALORES DE LOS NIVELES DE COLESTEROL EN SANGRE.

ANIMAL DIA1 DIAS DIA 15 DIA 30 TRATAMIENTO
Animal 1 174 173 171 168 | Control -
Animal 1 172 169 167 166 | Control +
Animal 1 169 167 165 163 | Blanco

Animal 1 175 173 169 157 | Dosis Baja
Animal 1 171 169 165 160 | Dosis Media
Animal 1 179 175 174 160 | Dosis Alta
ANIMAL DIA1 DIAS DIA 15 DIA 30 TRATAMIENTO
Animal 2 175 170 173 172 | Control -
Animal 2 175 167 165 162 | Control +
Animal 2 171 165 168 160 | Blanco

Animal 2 171 175 172 160 | Dosis Baja
Animal 2 168 171 167 157 | Dosis Media
Animal 2 175 173 178 157 | Dosis Alta
ANIMAL DIA1 DIAS DIA 15 DIA 30 TRATAMIENTO
Animal 3 173 175 169 164 | Control -
Animal 3 170 171 169 170 | Control +
Animal 3 167 170 162 165 | Blanco

Animal 3 177 173 170 158 | Dosis Baja
Animal 3 174 168 165 163 | Dosis Media
Animal 3 183 175 176 159 | Dosis Alta
ANIMAL DIA1 DIAS DIA 15 DIA 30 TRATAMIENTO
Animal 4 178 176 174 170 | Control -
Animal 4 171 169 170 166 | Control +
Animal 4 169 166 167 164 | Blanco

Animal 4 179 171 167 155 | Dosis Baja
Animal 4 172 169 163 159 | Dosis Media
Animal 4 177 178 170 164 | Dosis Alta
ANIMAL DIA1 DIAS DIA 15 DIA 30 TRATAMIENTO
Animal 5 170 172 168 167 | Control -
Animal 5 173 170 165 165 | Control +
Animal 5 170 166 163 162 | Blanco

Animal 5 173 172 168 156 | Dosis Baja
Animal 5 169 167 166 160 | Dosis Media
Animal 5 179 176 171 162 | Dosis Alta
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