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RESUMEN

Se desarrollé un estudio Farmacognostico y farmacologico de Physalis peruviana
(Uvilla silvestre) para evaluar su efecto hipoglicemiante cuando es administrado en
ratas albinas (Rattus norvegicus), después de la induccion de hiperglicemia con 2 g/Kg
de peso de almidon soluble. Para el desarrollo de la investigacion se utilizé 3 extractos
de Physalis peruviana, hechos con disolventes de polaridad creciente (éter di-etilico,
alcohol 70% y agua), mismos que fueron administrados en veinticuatro ratas albinas de
290+50 g y distribuidos aleatoriamente en 8 lotes de 3 ratas por grupo, representados
como lotes: blanco, problema, positivo y 5 tratamientos; administrando a: lote blanco
tnicamente el vehiculo (Agua: Tween 80 (1%)); lote problema, almidén 2 g/Kg; lote
positivo, almidon 2 g/Kg y Glibenclamida 0.2 mg/Kg; mientras que el lote con
hiperglicemia bajo tratamiento fue administrado con 0.86 (30%), 1.85 (60%) y 2.46
(90%) mg/Kg de peso corporal de extracto de Physalis peruviana. La glicemia fue
evaluada al minuto 0, 30, 90, 150, 210 y 270, después de la administracion de la
sustancia inductora. Estadisticamente Physalis peruviana no presentdé accién
farmacologica evidente al utilizar Glibenclamida 5mg como farmaco referencial.
Ademas el estudio toxicologico demostré niveles de toxicidad aguda ausente. En
conclusién las dosis administradas no mostraron ningin efecto hipoglicémico al ser
administrado en ratas con hiperglicemia transitoria. Se recomienda probar el mismo
estudio en patologias relacionadas, pero con otros modelos experimentales ya que
especialmente la familia Solanaceae reportan actividad farmacologica.




SUMARY

An pharmacognostic and pharmacological study of wild Uvilla (Physalis peruviana)
was developed to evaluate the hypoglycemic effect when administered to albino rats
(Rattus norvegicus), after induction of hyperglycemia with 2 weight g/Kg soluble
starch. To develop the research 3 extracts of Physalis peruviana, were used, made with
solvents of increasing polarity (diethyl-ether, 70% alcohol and water), they were give in
twenty-four albino rats weighing 290 +50 g and randomized and distributed into 8 lots
of 3 rats by group, represented as lots: white, problem, positive and 5 treatments;
giving to white lot only the vehicle (water: Tween 80 (1%)); batch problema, starch 2
g/Kg and Glibenclamida 0.2 mg/Kg . while; While the batch with hyperglycemia under
treatment was administered with 0.86 (30%), 1.85 (60%) and 2.46 (90%) mg/Kg body
weight of extract Physalis peruviana . The glucose was assessed at 0 minute, 30, 90,
150, 210 and 270, after administration of the inducing substance. Statistically Peruviana
Physalis did not show obvious pharmacological action to use as a reference drug when
using glibenclamide 5mg, Further toxicological study showed absent levels of acute
toxicity. In conclusion the doses administered showed no hypoglycemic when
administered in rats with transient hyperglycemia effect. It is recommended to do the
same test study in related pathologies, but with other experimental models especially

since the family Solanaceae reported pharmacological activity.
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INTRODUCCION

La OMS define la medicina tradicional como préacticas, enfoques, conocimientos y
creencias que incorporan medicinas basadas en plantas medicinales, minerales y materia
organica, para mantener el bienestar y mejorara la calidad de vida de la poblacion. Para
lo cual el uso de extractos vegetales ha venido empleandose desde la antigiiedad. La
herboristeria, la medicina popular antigua y moderna, han sido la fuente de mucha
terapia atil. (ADEWOLE, S. & otros. 2006; HASANAT, A., SIDDIQUA, M. 2011,
ORGAIZACION MUNDIAL DE LA SALUD, 2002)

Se estima que el 80% de las personas en los paises en vias de desarrollo confian en la
medicina tradicional para su atencion primaria de salud y el 85% de la medicina
tradicional implica el uso de extractos a base de plantas. En el Ecuador el uso de plantas
medicinales estd inmerso en la cotidianidad de sus habitantes debido, principalmente, a
que el conocimiento médico ancestral es inmenso. (ERHSSEDIRIWEERA.,
RATNASOORIYA, W. 2008)

La diabetes mellitus es un heterogéneo grupo de sindromes metaboélicos, caracterizada
por hiperglucemia y el metabolismo defectuoso de lipidos y proteinas, como resultado
de la interaccion de multiples factores, entre hereditarios y ambientales. Es considerada
como una de las patologias mas recurrentes entre la poblacién de los paises
desarrollados y en vias de desarrollo. (OYEDEPO, T. & otros. 2013; RAWI, S. & otros.
2011)

Segln la OMS la prevalencia mundial de la diabetes se estima en 333 millones de
personas en el 2025 y se proyecta que el nimero de pacientes se levantara hasta el 7,8%
(438 millones de personas) al 2030. (KHAN, V. & otros. 2012; SHAO, J., LIN, M.
2012)



A nivel nacional segun datos del Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (INEC) la
diabetes constituye la primera causa de muerte y cerca de los 800 000 diabéticos
diagnosticados, 100 000 reciben terapia farmacoldgica y 200 000 prefieren el uso de la
medicina tradicional basadas en extractos de plantas hipoglucemiante. Del total de
diabéticos tratantes el 95 % de la poblacion padece de diabetes mellitus tipo 2 y solo un
5 % padece de diabetes tipo 1. (EL COMERCIO, 2011)

Se conoce mas de 400 plantas hipoglucemiantes, destacandose la Artemisia absinthium
(ajenjo), Artocarpus altilis (frutepan), Cynara cardunculus (alacachofa), Foeniculum
vulgare (Eneldo), Piper carpunya (Guabiduca), Verbena litoralis Kunth (Verbena) que
ademas de la correccion de los niveles de glucosa permiten el mejoramiento de otras
complicaciones secundarias de la diabetes como; anomalias del metabolismo lipidico,
dafo del rifién, higado graso y el estrés oxidativos. (DALLAK, M. & otros. 2010;
JUAREZ-ROJOP, I. & otros. 2012)

Debido a que los antidiabéticos convencionales producen efectos secundarios entre los
que se destaca la hipoglucemia, malestar gastrointestinal, lo cual radica la importancia
del estudio farmacoldgico de las hojas de Physalis peruviana, que muestra una
alternativa en el tratamiento de la diabetes y que en la medicina tradicional ha venido
utilizdndose para otros fines terapéuticos entre los que destaca diurético, expectorante,
contusiones, torceduras y dislocaciones. (JIMOH, A. & otros. 2013; KHAN, V. & otros.
2012)

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto hipoglucemiante del extracto
de hojas de Physalis peruviana (Chapuca) en ratas (Rattus norvegicus) con
hiperglicemia inducida, mediante la prueba oral de tolerancia a la glucosa (OGTT) en
modelos experimentales, y también se investigo la toxicidad oral aguda del extracto
etandlico de hojas de Physalis peruviana (chapuca).



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1. ASPECTOS DE LA SALUD: DIABETES MELLITUS

1.1.1. INTRODUCCION SOBRE LA DIABETES

La diabetes es un desorden metabdlico caracterizado por la presencia de hiperglucemia,
relacionada con alteraciones del metabolismo graso y proteico, y condicionado por
factores (genéticos y0 ambientales) cuya causa ultima es un defecto en la secrecion y0
en la actividad insulinica, y que da complicaciones de tipo cardiovascular y neurépatico.
(CALVO, S. & otros. 2011)

La diabetes mellitus (DM), y especialmente la denominada «diabetes de tipo 2» (DM2)
en la civilizacion occidental, se ha convertido en una de las enfermedades cronicas méas
prevalentes, en paralelo a la epidemia de obesidad. Se estima que la DM2 para el 2020
superara los 250 millones entre el nimero de incidencia y de supervivencia de pacientes
diabéticos. Ademas de los factores antes mencionados se suma la edad, sexo, habitos
alimenticios entre otras hacen que su relacionar con las enfermedades cardiovasculares
sea mayor. (CALVO, S. & otros. 2011; PAZMINO, C. 2011)

El impacto de un buen control glucémico para el desarrollo de complicaciones esta bien
reconocido tanto para la DM1 como para la DM2, como un marcador independiente de
mortalidad en pacientes hospitalizados con diabetes no diagnosticado previamente.
(CALVO, S. & otros. 2011)



1.1.2. DEFINICION

Decir que la diabetes es un trastorno metabdlico de la utilizacion de la glucosa, por un
falta o deficiencia de insulina, no globaliza el problema metabdlico real que lo causa,
por ello es conveniente armonizarlo como “un grupo de enfermedades o sindromes
metabolicos caracterizados por la aparicion de hiperglucemia secundaria a defectos de
la secrecion de insulina, de la accion de la insulina o de ambas”. Definicion que
incluye multiples procesos metabdlicos como el proteico y lipidico, los cuales también
se ven afectados por la diabetes. (ESCOBAR, J., TEBAR, M. 2009)

Masculo es Glucosa . + Hiperglucemia
: Acidos
quelético grasos
Amino
dcidos Glucosuria
l Acetil Coa —————» Cuerpos cetonicos
'
Gluconeogé- pa n
neelé * _, Oxaloacetato + Citrato Colesterol
Ciclo TCA Krebs Cetonuria
= Incremento
s a-cetoglutarato  « Arteroesclerosis y enfermedades
cardiovasculares
Glicolisis es inhibida; gluconeogénesis es favoresida. Se degradan las grasas; FFA se incrementan; Acetil CoA se
encuentra en abundancia. Este no puede ser utilizado en el ciclo del TCA, porque el oxaloacetato disponible se
encuentra reducido. De esta forma el acetil CoA es desviado hacia la formacion de cuerpos cetonicos.

FUENTE: (VASUDEVAN, D.& otros. 2011)
FIGURA No 1. ALTERACIONES METABOLICAS EN LA DIABETES MELLITUS (DM)

1.1.3. CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS.

En 1975 National Diabetes Data Group (NDDG) mediante consenso establecié una
clasificacion y diagnostico de diabetes mellitus y otras categorias de intolerancia a la
glucosa, documento aceptado y publicado por la OMS. En la actualidad la clasificacién
y denominacion de los dos principales grupos de diabetes mellitus (DM) ha sido
cambiada a: (ESCOBAR, J., TEBAR, M. 2009)
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- Diabetes mellitus insulinodependientes (DMID) o diabetes tipo 1.
- Diabetes mellitus no insulinodependientes (DMNID) o diabetes tipo 2

Incorporando de forma separada:

- Diabetes gestacional
- Intolerancia a la glucosa

- Otros tipos de diabetes

1.1.3.1. DIABETES MELLITUS TIPO 1 (DM1)

Originada por la destruccion autoinmune de las células  pancreaticas, su velocidad de
destruccion varia en gran medida en la edad, siendo rapida en nifios y lenta en los
adultos, los nifios o adultos jovenes son los primeros en padecer esta enfermedad.
(JOVER, A., GARCIA M. 2003)

1.1.3.2. DIABETES MELLITUS TIPO 2 (DM2)

La diabetes mellitus tipo 2 es un desorden metabdlico caracterizado por la presencia de
hiperglucemia debida a una defectuosa secrecidn o accion de insulina, por lo menos en
los primeros estadios de la enfermedad. También se ha definido la diabetes mellitus
como un estado de absoluta o relativa deficiencia de insulina, caracterizada por
hiperglucemia y el riesgo de complicaciones micro y macro vasculares. (ENRIQUE, B.,
AMADOR, S. 2002)

La insulina es una hormona endocrina producida por las células  del pancreas, en
forma antagonica con el glucagon controlan el cambio entre hipoglucemia e
hiperglicemia en ayuno o en ingestion de alimentos. Su funcion es multifactorial y
afecta a numerosos Organos y tejidos, aunque sus acciones mas caracteristicas se
manifiestan en los tejidos muscular, adiposo y hepatico, donde controla diferentes
procesos metabolicos que conduce a la disminucion de la cantidad de glucosa en sangre,

a la reposicion de la reserva metabodlica y a la estimulacién del crecimiento (en edad
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infantil). La insulina, es pues, una sefial para la situacion de exceso de metabolismo.
(FUENTES, A. & otros. 1998; MULLER-ESTERL, W. 2008)
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FUENTE: (FUENTES, A. & otros. 1998)

FIGURA No 2. INFLUENCIA DE LA INSULINA EN EL METABOLISMO DE LOS
GLUCIDOS EN LOS TEJIDOS HEPATICO, ADIPOSO Y
MUSCULAR.

1.1.3.3. DIABETES GESTACIONAL

Es el grado de intolerancia a los hidratos de carbono que aparecen o se identifica por
primera vez durante la gestacion, habitualmente en el segundo trimestre de gestacion en
donde la insulina es incapaz de contrarrestar la insulino-resistencia causada por las
hormonas placentarias (estrogenos, progesterona Yy gonadotrofina corionica).
(FIGUEROLA, D. 2011)

1.1.4. FACTORES DE RIESGO DE LA DM

A continuacién se describen algunos factores de riesgo que predisponen a un individuo
a desarrollar la diabetes mellitus tipo 2. (HERNANDEZ, M., SASTRE, A. 1999)

- Genotipo

- Factores ambientales



Patrén de secrecion de insulina
Solapamiento con diabetes tipo 1 autoinmune
Obesidad

Diferencias en la clinica

Diferencia étnicas

Diferencias geograficas

Diabetes asociada al embarazo

Diabetes asociada a factores de riesgo vasculares (sindrome metabdlico)

FUENTE: (SOLGORRE, E. 2005)

FIGURA No 3. HIPOTESIS ETIOLOGICA DE LA DIABETES TIPO II.

1.1.5. PRESENTACIONES CLINICAS EN HIPERGLUCEMIA

Glucosuria.- Excrecion de glucosa por la orina, originada principalmente cuando el
nivel de glucosa excede el umbral renal
Poliuria.- Constante deshidratacion, causada por el desequilibrio osmotico.

Polidipsia.- Hidratacion frecuente y constante, por activacion del centro de la sed.
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- Polifagia.- Ingestion excesiva de alimentos, para suplir la pérdida de glucosa y de
proteina

- Pérdida de peso.- Ocasionado por la degradacién de grasa y proteinas, mismas que
son causadas por la mala utilizacién metabolica de la glucosa asi como su pérdida
excesiva por las distintas vias de excrecion.

- Infecciones recurrentes cronicas.- Frecuentemente abscesos de piel (Furunculosis).
En donde el exceso de glucosa extracelular aumenta la proliferacion bacteriana, por
encontrarse en un medio nutritivo y a su vez la funcion de los macrofagos del
huésped disminuye por déficit eficiente de glucosa. (VASUDEVAN, D. & otros.
2011)

1.1.6. COMPLICACIONES DE LA DM

1.1.6.1. COMPLICACIONES METABOLICAS AGUDAS

a. Cetoacidosis diabética.

Una complicacion comdn en la diabetes mellitus del tipo 1. Normalmente, el nivel de
cuerpos cetonicos en sangre es menos de 1 mg/dl y solamente rastros se excretan en la
orina (no perceptibles por las pruebas comunes). Pero cuando el indice de sintesis
excede la capacidad de tejidos extrahepaticos de utilizarlos, habrd acumulacion de
cuerpos ceténicos en sangre. Esto lleva a la cetonemia, a la excrecion en la orina
(Cetonuria) y al olor de la acetona en la respiracion. Todos estos tres juntos constituyen
la condicion conocida como cetésis. (ARAGON, S. & otros. 2002; VASUDEVAN, D.
& otros. 2011)

b. Coma Hiperosmolar No Cetonico

Provocado por la elevacion de glucosa a niveles muy altos (900 mg/dl o mas), con lo
cual aumenta la osmolarida del liquido extracelular (ECF). La diuresis osmotica lleva a

la deplecion y agotamiento de los electrolitos. ElI coma resulta de la deshidratacion de
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las células cerebrales debido a la hipertonicidad del ECF. (ARAGON, S. & otros. 2002;
VASUDEVAN, D. & otros. 2011)

c. Acidosis Lactica

Ocurre debido a la produccion excesiva y/o baja utilizacion del acido lactico, esta
superproduccién esta asociada al indice creciente de glucolisis anaerobia debido a la
hipoxia. La baja utilizacion puedes ser debido a la debilitacién del TCA. Se considera
acidosis lactica (mas de 5 mMol/L) cuando el tratamiento farmacoldgico esta basado en
biguanidas, las que inhibe el ciclo del TCA y la gluconeogénesis. (ARAGON, S. &
otros. 2002; VASUDEVAN, D. & otros. 2011)

1.1.6.2. COMPLICACIONES CRONICAS

a. Enfermedades Vasculares

La ateroesclerosis en vasos sanguineos, la formacion de placas y la trombosis
intravascular consiguiente puede ocurrir. Si ocurre en vasos cerebrales, el resultado es la
parélisis. Si esta en la arteria coronaria, puede resultar en un infarto al miocardio. En el
caso de los pequefios vasos, el proceso se llama microangiopatia, donde se dafian
células endoteliales y murales (cemento). Amiloglucanos se depositan en células
murales, para perder la capacidad de cementacion. Esto lleva al microangiopatia, que
puede llevar a la retinopatia y a la nefropatia diabética. (ARAGON, S. & otros. 2002;
VASUDEVAN, D. & otros. 2011)

b. Complicaciones En Los Ojos

Por el desarrollo temprano de la catarata del cristalino ocasionada por el indice creciente
de formacion de sorbitol, causado por la hiperglucemia. Las anormalidades
microvasculares retinianas llevan a la retinopatia y a la ceguera. (ARAGON, S. & otros.
2002; VASUDEVAN, D. & otros. 2011)



c. Neuropatia

La neuropatia periférica con parestesia es muy coman. La utilizacion disminuida de la
glucosa y su conversion a sorbitol en las células de Schwann puede causar la neuropatia.
La neuropatia puede llevar al riesgo de ulceras y de gangrena del pie. (ARAGON, S. &
otros. 2002; VASUDEVAN, D. & otros. 2011)

d. Sindrome De Kimmelstiel-Wilson

Es una nefroesclerosis, caracterizado por la proteinuria y la falla renal. La
hiperglucemia persistente que lleva a glicacion de las proteinas base de la membrana
puede ser la causa de la nefropatia. (ARAGON, S. & otros. 2002; VASUDEVAN, D. &
otros. 2011)

e. Embarazo

Las madres diabéticas tienden a tener bebes grandes, porque la insulina es una hormona
anabdlica. (VASUDEVAN, D. & otros. 2011)

1.1.7. DIAGNOSTICO

1.1.7.1. DIAGNOSTICO EN HUMANOS.

Hasta el afio 2010 el diagndstico de la diabetes estaba basado solo en la determinacion
de glucemia en ayunas, dos horas después de una sobrecarga de glucosa, sintomas
cardinales (poliuria, polidipsia, polifagia, pérdida de peso, etc). Desde entonces la
American Diabetes Association (ADA) planteé utilizar también la hemoglobina
glicosilada (HgAlc) para el diagnostico de la diabetes. Se considera que las personas
con un HgAlc > 6,5 % pueden ser consideradas diabéticas sin necesidad de otra prueba
confirmatoria, y personas con valores entre 5,7-6,5 % deben ser consideradas de alto
riesgo para desarrollar diabetes. (CALVO, S. & otros. 2011)
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El diagndstico de la diabetes con HgAlc ofrece varias ventajas en comparacion con los
meétodos basados en la determinacion de glucosa:

a. No necesita de ayuno nocturno.
b. En caso de glicemia < 200 mg/dl no es necesario repetir una nueva muestra.

c. Omite el test de sobrecarga oral de glucosa.

TABLA No 1. CRITERIOS DE DIAGNOSTICO DE LA DIABETES MELLITUS.

Glucemiaen ayunas  Glucemia tras 2h de glucosa

Normalidad <110 mg/dl <140 mg/dl

(<6.1 mmol/L) 7.8 mmol/L
Intolerancia  a la 110y <126 mg/dl 140 y <200 mg/dl
glucosa 6.1y <7 mmol/L (7.8 y <11.1 mmol/L)
Diabetes mellitus >126 mg/dl >200 mg/dl

(>7 mmol/L) (>11.1 mmol/L)

FUENTE: (CALVO, S. & otros. 2011)

1.1.8. EPIDEMIA

Muchos métodos han sido propuestos para establecer la prevalencia de la diabetes:
registro médico, estimacion de consumo de farmacos, entrevista aleatoria en muestras
del poblacion y pruebas analiticas como la glucemia en ayunas y/o prueba oral de
tolerancia a la glucosa (OGTT). La mayoria de los estudios epidemioldgicos utiliza la
informacion obtenida de la OGTT para establecer la prevalencia total de la diabetes.
(ESCOBAR, J., TEBAR, M. 2009)

La diabetes mellitus una epidemia en curso, la OMS estima que personas adultas (de
mas de 20 afios) con diabetes es de 171 millones y para el 2031 esta proyectado que esta
cifra incremente a 366 millones de personas. Aumentos drasticos se esperan en pises

como la india, que pasaria de 31 a 79 millones, China (de 20 a 42 millones), otros paises
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de Asia (de 22 a 58 millones), Africa sub-sahariana (de 7 a 18 millones) y
Latinoamérica (de 13 a 32 millones). (ESCOBAR, J., TEBAR, M. 2009)

Debido al crecimiento y al envejecimiento poblacional, la mayor urbanizacién, la
creciente prevalencia de obesidad y sedentarismo o bien por la mayor supervivencia de
pacientes con DM. Cuantificar la prevalencia de personas diabéticas se presenta en un
futuro, marcada importancia pues permitird planear y asignar recursos de forma
racional. Otros aspectos a destacar son los cambios en los estilos de vida de la poblacion
menos industrializada, cambios dietéticos y de actividad fisica, sobre la base de un
genotipo predisponente, lo que hace que incremente exponencialmente el nimero de
diabéticos en paises hasta ahora considerados en vias de desarrollo. (ESCOBAR, J.,
TEBAR, M. 2009; SOCIEDAD BRASILEIRA DE DIABETES, 2009)

1.1.9. ESTRATEGIAS DE PREVENCION

El incremento de la DM2 es consecuencia del aumento de la obesidad sedentarismo y
cambios en los habitos dietéticos, factores modificables que permitirian prevenir la
DMZ2. Ensayos clinicos han demostrado que una dieta equilibrada y la actividad fisica
moderada ayudan a la prevencion de la diabetes. (ESCOBAR, J., TEBAR, M. 2009)

Segun la Federacion Internacional de Diabetes (FID), la evaluacion general de los
costos para la prevencion y el tratamiento de la diabetes mundial se ejecutaran hasta
EE.UU. $ 490 mil millones en 2030. (KHAN, V. & otros. 2012)

Politicas educativas en la edad escolar, incentivacion de la actividad fisica, implicando a
la industria alimentaria e incluso estrategias urbanisticas, pueden ayudar a detener una
de las epidemias del siglo XXI. (ESCOBAR, J., TEBAR, M. 2009)
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1.1.10. TRATAMIENTO

La diabetes por ser un trastorno multidimensional, el tratamiento prescrito requiere la
firme adhesion al plan de tratamiento prescrito. El tratamiento actual de la diabetes se
centra en: (VASUDEVAN, D. & otros. 2011)

- Dieta y ejercicio: primera linea de tratamiento que orienta al paciente diabético
tomar una dieta equilibrada con contenido de alto valor proteico, bajas calorias,
desprovistas de azucares refinados y baja grasa saturada (<7%), adecuados acidos
grasos poliinsaturados (PUFA), colesterol bajo y suficientes cantidades de fibra (14
9/1.000 Kcal). Los vegetales son las fuentes principales de minerales, de vitaminas
y de fibras. La dieta baja en carbohidratos cetogénicos (LCKD) mejora el estado
diabético y ayuda a estabilizar la hiperglucemia. (VASUDEVAN, D. & otros.
2011)

- Agentes hipoglucemiantes orales: se necesitan antidiabéticos cuando la dieta y el
ejercicio no proporcionan resultados satisfactorios. Son principalmente sulfonilurea
y biguanidas. Utilizados principalmente en la DM2. (VASUDEVAN, D. & otros.
2011)

- Inyeccidn de insulina: droga de opcion para la DM1 y en la DM2 donde las drogas
orales no son suficientes. (VASUDEVAN, D. & otros. 2011)

Estos farmacos actlan por diferentes mecanismos para controlar el nivel de glucosa en
la sangre. (KHAN, V. & otros. 2012)

1.1.10.1. Antidiabéticos Orales

La diabetes mellitus tipo 2 (0 no insulinodependiente) se caracteriza por una escasa
produccién de insulina o por la resistencia a la misma, y por ser mas frecuente en
personas mayores. Se ha clasificado como una diabetes leve, por lo que se ha tratado

menos agresivamente que la de tipo 1, pero debe ser considerada una enfermedad seria
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debido a las complicaciones macro- y microvasculares que pueden desarrollarse.
(AGENCIA PARA LA INVESTIGACION Y CALIDAD, 2011)

Las claves del tratamiento son la dieta, evitar el sobrepeso, el ejercicio fisico y otros
cambios en el estilo de vida, aunque cuando no es suficiente con ello es necesario
recurrir a medidas farmacoldgicas. Actualmente, disponemos de 5 grupos de farmacos
antidiabéticos que pueden utilizarse solos o asociados a otros antidiabéticos orales o la
insulina. (MANZELLA, D. 2008)

- Del grupo de las biguanidas (BG) se encuentra comercializada metformina. Su
mecanismo de accidn principal consiste en el aumento de la captacion periférica de

la glucosa.

- Las sulfonilureas (SU) (clorpropamida, glibenclamida, gliclazida, glimepirida,
glipizida, gliquidona y glisentida) acttan estimulando la secrecion de insulina y, a

largo plazo, aumentan la respuesta metabdlica a la insulina circulante.

- Las meglitinidas (MG) (nateglinida y repaglinida) acttan estimulando la secrecion
de insulina de la célula pancreatica de modo similar a las SU, aunque producen

menos desensibilizacion de las células betapancreaticas.

- Los inhibidores de la alfaglucosidasa (IAG) (miglitol y acarbosa) controlan el
proceso de absorcion de los hidratos de carbono de la dieta, al impedir el
catabolismo de los disacaridos y glucidos complejos. También tiene este
mecanismo de interferencia en la absorcién la goma guar, que actda aumentando la
viscosidad del bolo intestinal, con la consiguiente disminucion de la absorcion de

los glucidos.

- Las tiazolidindionas (TZ) (pioglitazona y rosiglitazona) producen un aumento de la
sensibilidad a la insulina de las células del higado, del tejido adiposo y del musculo
esquelético, con lo que aumentan el transporte de glucosa al interior de las células
de estos tejidos y disminuyen la produccién hepatica de glucosa. (MANZELLA, D.
2008)
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a. ANTIDIABETICOS ORALES ESENCIALES (ADOE) DISPONIBLES EN EL
ECUADOR.

TABLA No 2. HIPOGLICEMIANTES ORALES (ADOE).

FORMA VIA DE
FARMACEUTICA ADMINISTRACION

GRUPO ADOE CONCENTRACION
Biguanidas Metformina Solido oral 500 mg — 1000 mg Oral
Sulfonilureas  Glibenclamida Solido oral 5mg Oral
Combinaciones  Metformina + Solido oral (250 mg — 500 mg) Oral

de ADOE Glibenclamida +(1.25 mg -5 mg)

FUENTE: Cuadro Nacional de medicamentos Basicos 9na. Edicién

1.1.10.1.1. SULFONILUREAS (SU)

MECANISMO DE ACCION

Las SU estimulan la liberacion de insulina de las células  del pancreas al disminuir el
flujo de ion potasio y produciendo una despolarizacion de la membrana, con lo cual
aumenta la concentracion del calcio citosolico y por consiguiente la liberacion de
granulos de insulina. Esta clase de farmacos reducen la hemoglobina glicosilada
(HgAlc) en un 0.8 - 2.0% y los NGS despues de las comidas. Se recomiendan no
utilizarlos en caso de problemas renales y sobrepeso, pueden ser utilizados en
monoterapia 0 en combinacidn excepto con las meglitinidas que también son secretores
de insulina. (GRUPO DE ESTUDIO DE EDUCACION SOBRE LA DIABETES, 2007)
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FUENTE: (BANCO DE MEDICAMENTOS. 2013)

FIGURA No 4. MECANISMO DE ACCION DE LA GLIBENCLAMIDA Y
OTROS AGENTES EN LA LIBERACION DE INSULINA
DESDE LAS CELULAS 3 PANCREATICAS

FARMACOCINETICA

Las SU se absorben bien por via oral, alcanzando concentraciones plasméaticas méximas
en 2-4 horas, la albumina es la proteina plasmatica con la se unen la mayoria de las SU
(90-99 %) lo que implica generar interacciones con otros farmacos, exceptuando a los
de segunda generacion como la Glibenclamida que implican menos riesgo de
interacciones por su unién en lugares no ionicos de las proteinas plasmaticas. Por su
corta semivida y un efecto hipoglucemiante largo (12-24 horas), permiten una sola
administracion al dia, a continuacion se indica la dosis, via de eliminacion de las SU.
(LORENZO, P. & otros. 2008; BANCO DE MEDICAMENTOS. 2013)
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TABLA No 3. FARMACOCINETICA DE LAS SULFONILUREAS DE PRIMERA Y SEGUNDA

GENERACION.
Sulfonilureas  Dosis diaria Duracién de la Actividad de Via de
(mg) accion® los metabolitos  eliminacién

Primera generacion

Clorpropamida 100-500 Largo Activo Orina > 90 %

Talbutamida® 500-2000 Corto Inactivo Orina =100 %

Segunda generacion

Glibenclamida 2.5-15 Intermedio a largo Activo Bilis =50 %
Glimepirida 1-6 Intermedio Activo Orina =80 %
Glipizida 2.5-20 Corto a intermedio Inactivo Orina =70 %
Gliquidona 15-180 Corto a intermedio Inactivo Bilis =95 %
Gliclazida 40-320 Intermedio Inactivo Orina ~65 %

a largo > 24h; intermedio 12-24h; corto <12 h.

b debe tomarse inmediatamente antes de las comidas.

FUENTE: (KRENTZ, A., BAILEY, C.2005)

EFECTOS SECUNDARIOS

La hipoglicemia es el efecto adverso mas comun y grave de las SU (2-5 %), estos
eventos son mas probables en aquellos que presentan acciones prolongadas tales como
la glibenclamida y la talbutamida. Otras afecciones pueden acompafiar a la
hipoglucemia como dermatitis exfoliativa, erupcidn cutanea, eritema nodoso, nauseas
vomitos y epigastralgia. (CENTRO MEDICO DE BOULDER. 2010)

1.1.11. VIAS DEL METABOLISMO ENERGETICO.

Los hidratos de carbono al igual que los lipidos constituyen la principal fuente y reserva
de energia en los seres vivos, se absorben en forma de azlcares simples (como la

glucosa) en el aparato digestivo. Productos como el didxido de carbono y agua se
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excretan, el ATP formado cumple papel fundamental en la respiracién celular, como
fuente de energia. (YEONG, M. 2010)

La glucosa se mantiene a concentraciones aproximadamente constantes en la sangre,
pero cuando las necesidades energéticas varian siguen dos procesos diferentes: ruta
anabolica, cuando los requerimientos energéticos no son muy necesarios la glucosa se
almacena en forma de glucogeno principalmente en el higado y mdsculos, proceso
diferente sigue cuando requiere mayor aporte de energia, entonces la glucosa sigue un
proceso catabolico para proporcionar energia necesaria para la respiracion celular.
(BOUCHE, C. & otros. 2004; TEIJON, J. & otros. 2006)

Entre las trascendentales y mas importantes se encuentran:

- Glucdlisis O Via De Embden - Meyerhof: Oxidacion de la glucosa o glucégeno

hasta acido piravico o lactico
- Glucogénesis: Sintesis del glucogeno a partir de la glucosa

- Glucogendlisis: Desdoblamiento del glucogeno hasta glucosa en el higado y en el

masculo, los &cidos pirtvico y lactico respectivamente.

- Ciclo De Krebs: Via final de oxidacion de los hidratos de carbono, grasas y
proteinas hasta obtener CO, y H,0.

- Uso De Las Hexosas Monofosfatos (Shunt): Oxidacion directa de la glucosa,

formacion de una serie de azucares intermediarios especialmente pentosas.

- Gluconeogénesis: Es la formacion de glucosa o glucégeno a partir de fuentes que
no son carbohidratos. (YEONG, M. 2010)

1.1.11.1. Metabolismo Glucolitico

La glucolisis es una serie de procesos y reacciones metabolicas que ocurren en el citosol
de todas las células de nuestro organismo, degrada en condiciones aerobia o anaerobia

oxidativa la glucosa hasta piruvato y/o lactato, en los eritrocitos, SNC, en la medula
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renal, en el musculo esquelético y cardiaco. (SILBERNAGL, S., DESPOPOULOQS, A.
2009; YEONG, M. 2010)

INGRESO DE LA GLUCOSA A LA CELULA.

La glucosa para difundir directamente en la célula hace uso de dos mecanismos
especificos de transporte: Difusion facilitada, mediado por transportadores denominados
GLUT-1 hasta la GLUT-5 a favor de una gradiente de concentracion, el segundo
mecanismo cotransportador de sodio-glucosa implica gasto energético pues la difusion
de la glucosa se da en contra de una gradiente de concentracion (propio de las células
epiteliales del intestino, tabulos renales y en el plexo coroideo). (YEONG, M. 2010)

Una vez dentro la glucosa sufre un fosforilacion irreversible, para mantener la gradiente
de concentracion y para que la glucosa no atraviese la membrana celular. (BOUCHE, C.
& otros. 2004)
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FUENTE: (KOOLMAN, J., ROHM, K. 2004)

FIGURA No 5. MECANISMOS DE TRANSPORTE DE GLUCOSA
A TRAVES DE UNA MEMBRANA

GLUCOLISIS

La glucolisis es el primer paso por el cual la glucosa inicia su descomposicion en
componentes mas simples previo a la generacion de energia. Es un proceso donde se
desmiembran atomos de carbono y organizativo acoplado, cada reaccion es catalizada
por una enzima especifica, que persigue transformar la glucosa en piruvato y la
produccion conjunta de ATP, NADH y productos intermediarios para otras vias.
(YEONG, M. 2010)
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ETAPAS DE LA GLUCOLISIS

FASE |: ACUMULO DE ENERGIA

PRIMERA REACCION Fosforilacion de la glucosa: reaccion irreversible en la que
interviene una molécula de ATP y un catalizador hexoquinasa o glucoquinasa, esta
ultima cuando hay exceso de glucosa en sangre. (VASUDEVAN, D. & otros. 2011)

HO—CH,
q 0] H ATP  ADP
H \ g
OH H hexokinase
HO OH
H OH
Glucose Glucose 6-phosphate

SEGUNDA REACCION Conversion de la glucosa-6-fosfato a fructosa-6-fosfato:
reaccion de isomerizacion reversible, catalizada por la Fosfohexosaisomerasa e iones
Mn+2 y Mg+2. (WILEY, J., SONS. 2006)

0
G
“O0—P—0—CH. 1
- | * 0. CH,0H
; 0~ 5 2
N\y/O
B & 4 3
H OH OH
Glucose 6-phosphate Fructose 6-phosphate

TERCERA REACCION Fosforilacion de la fructosa-6-fosfato a fructosa-1,6-
difosfato: reaccion irreversible con intervencién de una segunda molécula de ATP y la
enzima fosfofructoquinasa, esta reaccion es importante para el control de la secuencia
glucolitica puesto que la fosfofructoquinasa es una enzima alostérica o regulador.
(TEIJON, J. & otros. 2006)
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" N
_O—ll:’rO—C"EHUH (leQ o ATP EAPP 0 P|’ 0 C"‘z’i()\ CHy 0 P|’ 0
PN Mg T ) :
0" sh b g 0" . , 0
H OH  phosphofructokinase-1 H OH
i o]
OH H OH H
Fructose 6-phosphate Fructose 1 6-bisphosphate

CUARTA Y QUINTA REACCION Escision de la fructosa-1,6-difostato: es una
reaccion reversible y catalizada por la enzima aldosa, con produccion de dos triosas de
fosfato: el gliceraldehido-3-fosfato y la dihidroxiacetona-3-fosfato que convierte
de
la derecha puesto que el

en gliceraldehido-3-fosfato por la accion la enzima

Esta
gliceraldehido-3-fosfato forma parte de la secuencia glucolitica, de aqui en adelante se

reversiblemente
triosafosfatoisomerasa. reaccion tiende hacia
tienen las moléculas de gliceraldehido-3-fosfato por duplicado y todas las reacciones en
adelante también por duplicado. (VASUDEVAN, D. & otros. 2011)

a O 0 N
0—P—0—CH bH,—0—P—0 ” Al
:E A - ('} (T‘Hg_o_l')_o H~:|30H 0
NH HO — C|=U 0" 4 |II 1”3
H \ / OH aldolase CH,OH C z‘o—l_o
OH H 0
Fructose 1,6-hisphosphate Dihydroxyacetone  Glyceraldehyds
phosphate 3-phosphate
0 H
N S
C|1H20H c|‘,
C|=O (|:|) Lriqsc phosphate H(|]OH Q
CHz_O_P_O_ 150IMerase CHg_O_:El)_O_
| )
Dihydroxyacetone Glyceraldehyde
phosphate 3-phosphate
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FASE 11: GENERACION DE ENERGIA

SEXTA REACCION Fosforilacion oxidativa del gliceraldehido-3-fosfato: Reaccion

de tipo inorgénico y catalizada por la gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa, para

producir 1,3-difosfoglicerato. (VASUDEVAN, D. & otros. 2011)

CHO Gliceraldehido-3-fosfato
I deshidrogenasa

o SRR
CH,0PO; NAD' NADH+H'
Gliceraldehido-3-

fosfato

SEPTIMA REACCION Transferencia del fosforilo desde el 1,3 difosfoglicerato al
ADP: Esta reaccion es catalizada por la fosfoglicerato-quinasa, que desfosforalisa y
forma un grupo carboxilo con formacion acoplada de ATP. (WILEY, J., SONS. 2006)

CO0~-PO,

CH-OH

CH,OPO;
1,3-

bifosfoglicerato

i
' “0—P=0
[ ® 0, 0
O\C/O‘i_o + 0 B S } ®
| 0 phosphoglycerate HCOH P
Hl:f()H R!b _Adeni kinase L OPO? )
(H,0P02 b Tiacenine 2OPO; ]
Rib —Adenine
1,3-Bisphosphoglycerate  ADP 3-Phosphoglycerate ATP

OCTAVA REACCION Conversion del 3-fosfoglicerato en 2-fosfoglicerato: La
reaccion esta catalizada por la fosfogliceromutasa que transfiere el grupo fosfato,

seguida de una reaccién de deshidratacion para finalmente formar fosfoenol piruvato.

(WILEY, J., SONS. 2006)
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Fosfoglicerol
coo mutasa _ coo Enolasa Ccoo
l I‘_’ o Mg** cI;o~P
CH-OH CH-O-PO; o
| | 'H,0| Il

= CHZ OH| l ! CH2
CH,0PO, =
3-fosfoglicerato 2-fosfoglicerato Fosfoenol piruvato

NOVENA REACCION Transferencia del fosfato del fosfoenolpiruvato para el ADP:
Esta reaccion promueve la formacion del piruvato libre, es catalizada por la enzima
piruvato-cinasa (enzima reguladora). La reaccion es altamente exergonica y se muestra
irreversible sobre condiciones intracelulares. (TEIJON, J. & otros. 2006)

[¥)
o_ 0 ® o_ 0 |
H (0] C ~0—P=0
| [ Mg 2 K* |
C—0—P—0 + (@ C=0 + )
I | pyruvate |
CH;, O | (I) kinase CH; @
Rib —Adenine 0
Phosphoenolpyruvate ADP Pyruvate |
Rib —Adening
ATP

DECIMA REACCION Reduccion del piruvato a lactato: En esta etapa el piruvato es
reducido hasta lactato por los electrones generados en la fosforilacion oxidativa del
gliceraldehido-3-fosfato, mismo que son transportados por el NADH. Esta reaccién es
catalizada por la enzima lactato-deshidrogenasa. El lactato generado puede seguir dos
vias; difundirse hasta el medio circundante como excrecién o ser recuperado por el
higado para ser convertido a la forma de glucosa sanguinea, cuando la actividad fisica
es vigorosa. (VASUDEVAN, D. & otros. 2011)
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FUENTE: (KOOLMAN, J., ROHM, K. 2004)

FIGURA No. 6. ESQUEMA GENERAL DE LAS REACCIONES INVOLUCRADAS EN LA GLUCOLISIS
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BALANCE ENERGETICO GLOBAL:

Glucosa + 2 NAD+ + ADP + 2 Pi — 2 NADH + 2 piruvato + 2 ATP + 2 H20 + 4H+

1.1.11.2. HOMEOSTASIS METABOLICA DE LA GLUCOSA

El control hemostéatico de los NGS (niveles de glucosa sanguinea) depende en gran
medida de dos hormonas peptidicas la insulina y el glucagén, dos hormonas no
peptidicas adrenalina y el cortisol. Los antagonistas insulina y glucagon son producidas
en los islotes de Langerhans de las células pancredticas, la insulina disminuye el nivel
glucémico y el glucagon la incrementa. Estas dos hormonas ajustan sus concentraciones
para regulan la disponibilidad de glucosa en periodos de ayuno y/o ingestién de
alimentos. (FREEMAN, W. & otros. 2005; VASUDEVAN, D. & otros. 2011)
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glycogen formation g
o Stimulates
glucose
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breakdown

Pancreas.
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FUENTE: (FISIOLOGIA-11-EDICION, 2011)
FIGURA No 7. MECANISMO DE CONTROL DE GLUCOSA EN SANGRE

Cuando la glucosa esta en exceso las células B pancreaticas estimulan la liberacion de
insulina, misma que estimula el transporte activo de la glucosa, diversos procesos
bioguimicos suceden antes de la activacion de la vesicula intracelular para liberan
maultiples transportadores de glucosa GLUT4 en la superficie celular e incremente el

ingreso de la glucosa hasta las células, en consecuencia disminuye la glucemia. Sin
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embargo durante este proceso también se ve favorecida la glucogénesis, glucolisis.
(FREEMAN, W. & otros. 2005; KOOLMAN, J., ROHM, K. 2004)
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El exceso de glucosa extracelular acelera la conversion de glucosa a piruvato, el ATP generado cierran
los canales de K* impidiendo la salida de iones K* que despolariza la membrana plasmética y activa el
ingreso de iones Ca™", su elevada concentracién citosélica activa la fusién de la vesicula secretora de

insulina con la membrana plasmatica para liberar insulina.
FUENTE: (FREEMAN, W. & otros. 2005)

FIGURA No 8. SECRECIQN DE INSULINA POR CELULAS B
PANCREATICAS EN RESPUESTA A UN
DESEQUILIBRIO GLUCEMICO

En periodos de ayuno las células a pancreaticas segregan glucagén que activan las
quinasas intracelulares dependientes de cCAMP para inhibir la sintesis de glucégeno y
promover la glucogendlisis mediante la formacion de glucosa-1-fosfato, que es
convertida hasta glucosa por los hepatocitos, elevando asi la glucemia. (FREEMAN, W.
& otros. 2005; TEIJON, J. & otros. 2006)

La adrenalina al igual que el glucagén cubre las necesidades energéticas pero a corto
plazo, mientras que el cortisol aumenta la concentracion de sustratos energéticos a nivel
sanguineo (glucosa), hepatico (Glucogeno) y muscular (proteina). El cortisol se podria
decir que actia como un estimulante de la adrenalina para que realice una accién
maxima. (MULLER-ESTERL, W. 2008)
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1.1.12. MODELOS BIOLOGICOS PARA ESTUDIOS DE ACTIVIDAD
ANTIDIABETICA/HIPOGLICEMIANTE DE PRODUCTOS Y
EXTRACTOS NATURALES.

Por las semejanzas metabdlicas que presentan muchos animales (rata, raton, primates,
perros, conejos, etc.) respecto a las del ser humano, son ampliamente utilizados en el
desarrollo de farmacos y productos naturales para tratar esta enfermedad. (URZUA, Z.
2011)

Para el estudio de la DM muestran marcada importancia por presentar sindromes
metabdlicos similares a la del ser humano o por la facilidad con la que se les induce la
patologia, por destruccion de las células B del pancreas (farmacos o agentes quimicos) y
mediante la dieta (SOA, SOG). Nuevas investigaciones estan orientadas a utilizar
animales que genéticamente la padecen, con el objetivo de comprender mejor la
patogénesis de la DM. (URZUA, Z. 2011)

La diabetes es estudiada utilizando modelos in vivo inicialmente e in vitro como
complemento para avanzar en el mecanismo de accion de un producto natural.
(FRODE, T., MEDEIROS, Y. 2008; MEDINA, D. 2012)

1.1.121. MODELOS ANIMALES IN VIVO PARA LA DIABETES
MELLITUS

La diabetes puede ser inducida farmacoldgica, quirdrgica o genéticamente en modelos
murinos debido a la disponibilidad de méas de 200 cepas puras y a la capacidad de
expresar genes especificos de la enfermedad. Los agentes quimicos utilizados en estos
modelos son el Aloxano (31%) y Estreptozotocina (STZ, 69%); La accién citotdxica de
estos agentes diabetogenicos es mediada por especies reactivas al oxigeno, pero sin
embargo difieren en su mecanismo de accion. Los agentes quimicos mas utilizados en la
induccion farmacoldgica son: (MEDINA, D. 2012)
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ENSAYO CON ALOXANO

El Aloxano un derivado de la pirimidina en presencia de tilos intracelulares produce
especies reactivas al oxigeno dando como producto acido hialuronico que destruye
selectivamente los islotes p del pancreas, por generacion de radicales superoxidos que
generan de una serie de cambios estructurales en las células pancreéticas lo que conlleva
a la muerte celular y la consecuente hiperglicemia. La dosis diabetogénica de aloxano
en ratas es de 65 mg / kg, pero cuando se administra por via intraperitoneal (ip), o
subcutanea (sc) su dosis efectiva debe ser mayor, por ejemplo, una dosis intraperitoneal
por debajo de 150 mg / kg puede ser insuficiente para la induccion de la diabetes en esta
especie animal. En ratones, las dosis varian entre 100-200 mg / kg por via intravenosa
(iv). (FRODE, T., MEDEIROS, Y. 2008; JARA, K. 2009; MEDINA, D. 2012)

Otros modelos in vivo menos utilizados comprenden intervenciones quirurgicas del
pancreas, por lo complejo del método y el alto conocimiento, vuelve a este ensayo poco
rentable. La ingenieria genética también se muestra como una alternativa para el
desarrollo de modelos animales transgénicos (Knock-out), que desarrollan diabetes por
manipulacion genética como el ratéon ob/ob. (FRODE, T., MEDEIROS, Y. 2008;
URZUA, Z. 2011)

ENSAYO CON ESTREPTOZOTOCINA (STZ2)

La estreptozocina (STZ) es un compuesto nitrosurea-glucosado natural aislado de
Streptomyces achromogenes, utilizado como un potente agente diabetogénico que causa
DM en animales de laboratorio, mediante la produccion estimulada de 6xido nitrico. La
STZ destruye de forma selectiva las células productoras de insulina por medio de
induccion de necrosis. (FRODE, T., MEDEIROS, Y. 2008; JARA, K. 2009)

Su toxicidad se relacionada con a la similitud de su estructura quimica (STZ) con la
glucosa. Esto permite que la STZ entre a la célula pancreatica via transportadores de
glucosa de baja afinidad GLUT2 presentes en la membrana plasmatica, causando

alquilacion del DNA lo que conduce a la destruccion de las células B de los islotes de
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Langerhans del pancreas. La dosis mé&s comun para inducir la DM1 en ratas es
60mg/kg; como Unica dosis puede producir en las ratas un modelo experimental de la
DM2. Sin embargo la STZ puede resultar toxico no solo para el pancreas sino que
ademas puede causar dafio renal, estrés oxidativo, inflamacion y disfuncion endotelial.
(FRODE, T., MEDEIROS, Y. 2008; JARA, K. 2009; MEDINA, D. 2012)

SOBRECARGA ORAL DE CARBOHIDRATOS

Con el fin de evaluar el efecto hipoglicemiante de extractos, productos naturales,
fracciones o compuestos puros obtenidos del material vegetal o botanico en animales
normoglicémicos. La sobrecarga oral de carbohidratos (glucosa, sacarosa, almidon y
maltosa) permite la induccidn transitoria de la hiperglicemia (2 g/Kg) y evaluar los
efectos 0 modificaciones que producen la administracion oral de productos y/o extractos
naturales a la prueba oral de tolerancia a la glucosa (OGTT). Los niveles de glucosa en
sangre (NGS) son evaluados con respecto a la administracion del carbohidrato, a las
horas O (antes de inducir la hiperglicemia transitoria.), 1, 2, y 4. (FRODE, T.,
MEDEIRQS, Y. 2008)

DIAGNOSTICO EN RATAS

Estudios previos, se ha reportado que niveles de glucosa en sangre (NGS) > 250 mg/dL
sugieren la presencia de hiperglucemia severa, al no existir una cifra certera es oportuno
establecer pardmetros que permitan determinar la normalidad y la existencia de
hiperglucemia (diabetes experimental). (BERNAL, C. 2012; MEDINA, D. 2012)

En el modelo de sobrecarga oral de carbohidratos se evalia el posible efecto
hipoglicemiante por la administracion oral de los extractos, fracciones o compuestos
puros obtenidos del material vegetal en animales normoglicémicos; a los cuales se les
ha inducido una hiperglicemia transitoria mediante una sobrecarga oral de carbohidratos

como glucosa, sacarosa, maltosa y almidén (2000 mg/kg). (BERNAL, C. 2012)
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El modelo busca evaluar la modificacion causada por la administracion oral de
productos naturales, a los resultados tipicos que se obtienen mediante una prueba oral
de tolerancia a la glucosa (OGTT). Los niveles de glucosa en sangre son evaluados con
respecto a la administracion del carbohidrato, a las horas 0 (antes de inducir la
hiperglicemia transitoria.), 1, 2, 3y 4. (MEDINA, D. 2012)

1.1.12.2. ESTUDIOS IN VITRO

Los estudios in vitro, es utilizada como complemento de los hallazgos obtenidos en los
modelos in vivo, de tal forma de profundizar y explicar el mecanismo de accion de un
producto natural; secrecion de insulina, captacion de glucosa por los 6rganos diana, y la
absorcion de nutrientes. (FRODE, T., MEDEIROS, Y. 2008)

Estudios in vitro son utilizados para evaluar la secrecion de insulina (células
pancredticas y secretoras de insulina), captacion de glucosa y retardar la hiperglicemia
postprandial por inhibicion de enzimas como la o-amilasa y la a-glucosidasa. (FRODE,
T., MEDEIRQOS, Y. 2008)

1.2. ASPECTOS BOTANICOS

1.2.1. FAMILIA SOLANACEAE

Dentro de las angiospermas las solanaceae es una de las familias ampliamente
distribuidas con cerca de 4000 especies, las regiones tropicales son las que presentan
mayor riqueza taxondmica, encontrdndose cerca de cuarenta a cincuenta géneros que
son edénicos propios de la zona. (DOUGLAS, A. 2011)

1.2.2. GENERO Physalis

En en las zonas tropicales y subtropicales de América latina al género Physalis se la

incluyen cerca de 120 especies. EI nombre Physalis viene del griego "Physa” que
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significa burbuja o vejiga y tiene relacion directa con la forma en que los célices rodean
o envuelven al fruto. (DOUGLAS, A. 2011)

Se conoce cerca de 12 especies para el género Physalis con valor etnobotanico,
nutracéutico y medicinal. Como fuente alimentaria destaca los frutos de P.
philadelphica, P. peruviana, P. grisea, P. chenopodifolia, P. coztomatl y P. angulata.
Con interés farmacoldgico y terapéutico destaca P. alkekengi, P. alkekengi
var.franchetii, P. angulata, P. Ixocarpa, P. lanifolia, P. minima, P. peruviana P.
phyladelphia, P. pubescens y P. viscosa, por su alto contenido en esteroides
denominados  vitaesterdides de tipo vitandlidos, vitafisalinas, acnistinas,

ixocarpalactonas, perulactonas y fisalinas. (DOUGLAS, A. 2011)

1.2.3. Physalis peruviana (Chapuca)

FOTOGRAFIA No 1: PHYSALIS PERUVIANA

1.2.3.1. Clasificacion Cientifica

REINO: Plantae
SUBREINO: Traqueobionta (plantas vasculares)
DIVISION: Embriophyta
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CLASE: Dycotyledoneae
SUBCLASE: Methachlamydeae
ORDEN: Tubiflorales
FAMILIA: Solanales
GENERO: Physalis
ESPECIE: peruviana

NOMBRE BINOMIAL.: Physalis peruviana

1.2.3.2. Nombres Comunes

Sudamérica: Uvilla, Chapuca, Awei llamantu, Capuli, Motojobobo embolsado, Ruru
chinchi chinchi, Uchuva, Alquenque, Buchuvba, Guachuvo vejigdn, Guchuba, Guchero,
Tomate, Vegigon, Aguaymanto, Copa capoli, Agua y mate, Bolsa de amor, Cereza del
Perl, Cuchuva, Miltomate, Motobobo, Embolsado, Sacabuche, Cereza de judas, Yuyo
de hojas, Cereza de invierno, Cereza de la tierra, Tomate de céscara, Aguaymato,
Tomate de bolsa, Huevo de sapo, Topotopo. (FRODE, T., MEDEIROS, Y. 2008)

Inglés: Golden berry, Cape gooseberry (grosella del Cabo), peruvian grandcherry
(cereza del Pert), grauncherry. (TOAPANTA, S. 2011)

1.2.3.3. Descripcion morfoldgica y caracteristicas botanicas.

Es una planta herbacea que puede llegar a medir hasta un metro de alto, pubescentes,
que prefiere los rastrojos y lugares mas o menos sombreados. Sus hojas son alternas,
pecioladas, pubescentes y cilindricas, que van desde la base del tallo hasta el apice.
Tiene flores acampanadas de color amarillo, pequefias, axilares y hermafroditas. Sus
frutos son globosos u ovoides, que miden hasta 3 cm de didmetro y un peso de 4-10
gramos cubiertos por un caliz que los protege de insectos, aves, patdgenos y
condiciones climaticas extremas. La raiz puede llegar hasta los 80 cm de profundidad,

pero frecuentemente por sus caracteristicas fibrosas se desarrollan de 10-15 cm de
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profundidad encontrase de forma superficial al no soportar cambios climéticos
extremos. (BERNAL, C. 2012; FRODE, T., MEDEIROS, Y. 2008; ARAUJO, G. 2009;
YERBERITO, 2009)

1.2.3.4. Habitat

P. peruviana es originaria de los andes Sudamericanos, se encuentra en estado silvestre
o0 asilvestrado en los pisos altitudinales intermedios en zonas tropicales y subtropicales
entre los 1500 y 3000 m.s.n.m. En Ecuador prefieren zonas con alturas entre 1800 y
2800 m.s.n.m., en la region interandina, aunque también se desarrollan bien a nivel del
mar 72 m.s.n.m. (TOAPANTA, S. 201; DOSTER, N. & otros. 2011)

1.2.3.5. Uso Etnobotanico Y Ancestral

Popularmente los frutos han sido utilizados en el tratamiento y prevencién de pterigios,
expectorante, diurético y vermifugo, hipoglucemiante, albuminuria, dolor de amigdalas
y de oido, y para tratar la tosferina. En infusion las flores han sido utilizadas para el
tratamiento de la tos rebelde. A las hojas se les atribuyen propiedades diuréticas,
antiséptico, cicatrizante de heridas, antiespasmddicas, antiasméticas y se emplean solas
en el tratamiento de la litiasis renal, la gota, la tuberculosis y la depresion. (BERNAL,
C. 2012; FRODE, T., MEDEIROS, Y. 2008)

Frescos 0 secos, como pomadas o cataplasma las hojas y tallo en combinacion son
usados para el alivio de contusiones, torceduras y dislocaciones 6seas. Ademas las hojas
y frutos son utilizadas para tratar las afecciones digestivas, bilis, inflamacion del
estbmago, calvicie, caspa, presion arterial alta, diabetes y vista. (FRODE, T.
MEDEIROS, Y. 2008; YERBERITO, 2009)

Maceraciones alcoholicas de la planta entera se les atribuye las propiedades diuréticas,

antilitiasico y antipirético.
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1.2.3.6. Composicién Quimica Y Actividad Farmacoldgica Del Genero Physalis

Estudios fitoquimicos realizados al género physalis reportan la existencia de varios
compuestos activos con actividad farmacologica: flavonoides, alcaloides, triterpenos,
ceramidas, fenilpropanoides, glicosidos, vitaminas (a, B y 8-tocoferol, vitamina K1, -
Caroteno y calisteginas), acidos grasos y diferentes esteroides. (DOUGLAS, A. 2011)

Multiples investigaciones realizadas desde 1930 hasta el 2010, identifican a los
compuestos citados anteriormente, pero los que despiertan mayor interés son los
witaesteroides, un grupo de lactonas esteroidales productoras de ergostano. (FRODE,
T., MEDEIRQOS, Y. 2008)

FUENTE: FRODE, T., MEDEIROS, Y. 2008

FIGURA No 9. ESTRUCTURA QUIMICA DEL ERGOSTANO

En el ergostano el carbono 26 se encuentra oxidado formando una é lactona, razon por
la cual los witaesteroides tienen la capacidad de generar multiples compuestos entre los
que destacan los witandlidos, vitafisalinas, acnistinas, ixocarpalactonas, perulactonas e
fisalinas. La mayoria de estos compuestos se encuentran en forma mas explicita en
especies de la familia solanaceae, en la siguiente tabla se exponen algunos compuestos
identificados en cada parte de la planta. (DOUGLAS, A. 2011)
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TABLA No 4. COMPUESTOS QUIMICOS IDENTIFICADOS EN P. PERUVIANA DESDE 1930 HASTA
EL 2010

PARTE DE LA PLANTA  TIPO DE COMPUESTO

Hojas Alcaloides
Witanolidos

Flavonoides

Calices Witanolidos

Vitaminas

Glucidos
Fruto Witanolidos

Alcaloides

Esteres

Alcaloides

Witanolidos

Raiz Alcaloides

Witanolidos

Alcaloides
Planta entera Witanolidos

Flavonoides

FUENTE: (FRODE, T., MEDEIROS, Y. 2008)

Diversos estudios reportados demuestran que la P. peruviana presenta principalmente
actividad antiinflamatoria, diurética, antioxidante, antidiabética/hipoglicemiante y
anticancer/citotoxica. Esta Ultima asociada directamente a witan6lidos, compuestos muy
comunes en esta planta, a continuacion se presentan algunos estudios de actividad
farmacoldgica evidenciada. (FRODE, T., MEDEIROS, Y. 2008)
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TABLA No 5. ACTIVIDAD FARMACOLOGICA REPORTADA PARA Physalis peruviana

PARTE DE LA ACTIVIDAD REPORTADA EXTRACTO,
PLANTA FRACCION O
METABOLITO

Antihepatoma Ex. Etanolico

Induccidn de apoptosis en células Ex. Etanolico

Planta entera humanas, antitumoral

Antioxidante Ex. Etandlico
Antiinflamatoria y antioxidante Ex. Etandlico
Hojas Antihepatotdxica Ex. Acuoso
Apoptosis en células cancerigenas Ex. No reportado
Partes aéreas Citotdxica contra células cancerigenas Ex. Etanolico
(pulmon, mama e higado) (witandélidos)
Célices Antiinflamatoria Fraccion no reportada
Atimicrobiana Jugo de pulpa de frutos
Hipoglicemiante, antioxidante Fruto  entero, Ex.
Erutos Hidroalcoholico
Antidiabética Extracto
Antiinflamatoria Jugo de frutos

FUENTE: (FRODE, T., MEDEIROS, Y. 2008)

1.3.  ANALISIS QUIMICO Y CONTROL DE CALIDAD DE PLANTAS
MEDICINALES (DROGA VEGETAL)

1.3.1. OBTENCION DE DROGAS Y PRINCIPIOS ACTIVOS

La droga vegetal es considera como un sistema complejo en el que se puede encontrar

multiples compuestos de mayor o menor relevancia farmacoldgica, para lo cual es
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imprescindible el uso de técnicas extractivas para la obtencion de extractos o principios

activos de una droga o de un precursor de origen natural. (OSORIO, E. 2009)

1.3.1.1. METODOS EXTRACTIVOS A PARTIR DE LA DROGA

PROCESO DE EXTRACCION

La extraccion es el primer paso para el andlisis de plantas es necesario extraer los
componentes quimicos deseados para su posterior separacion y caracterizacion, el
funcionamiento béasico para un proceso extractivo en plantas incluye los siguientes
pasos. (ESCALONA, J. 2011)

- Pre-lavado

- Secado y molienda para obtener una muestra homogénea.

- Seleccion del solvente: apolares (n-hexano, cloroformo etc.), medianamente
polares (alcoholes, acetato de etilo, diclorometano etc.) y polares (agua).

- Eleccion del método de extraccion: Maceracion, percolacion, extractor Soxhlet,
sublimacion, extraccion asistida por microondas o por ultrasonido, por destilacién a
vapor, entre otros. (ESCALONA, J. 2011; SASIDHARAN, S. & otros. 2011)
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TABLA No 6. DISOLVENTES UTILIZADOS PARA LA EXTRACCION DEL COMPONENTE ACTIVO.

SOLVENTE COMPUESTO QUIMICO AISLADO O EXTRAIDO

Agua Antocianinas, almidoén, taninos, saponinas, terpenoides,

polipeptidos y lectinas

Etanol Taninos, polifenoles, poliacetilenos, flavonoles, terpenoides,

esterolesm y alcaloides

Antocianinas, terpenoides, saponinas, taninos, xantoxilina,

totarol, quasinoides, lactonas, flavonas, fenoles y polifenoles.

Metanol
Cloroformo Terpenos y flavonoides
Eter Alcaloides, terpenos, cumarinas y acidos grasos
Acetona Fenoles y flavonoles.

FUENTE: (TIWARI, P. & otros. 2011)

Para lograr un buen proceso extractivo y mediante el cual nos permita obtener extractos
de calidad y garantizar que en ellos se encuentren uniformemente aislados todos los
principios activos de drogas vegetales. La eleccion del solvente apropiado es importante
para solubilizar los principios activos, el solvente permitird la transferencia de
principios activos presentes en la droga. Una vez obtenido el extracto liquido se puede
concentrar para eliminar la mayor o menor cantidad de disolvente. Para que la
extraccion se lleve a cabo correctamente hay que tener en cuenta diversos factores.
(OSORIO, E. 2009)

- Caracteristicas de la droga

- Finalidad del extracto.

- Naturaleza del solvente

- El aumento de temperatura aumenta la solubilidad de principios activos
favoreciendo la extraccion y/o degradacion de los mismos.

- Tiempo de contacto entre la droga y el disolvente: caracteristica de la droga vegetal
(dureza, grado de division) y de la naturaleza de los principios activos (volatiles,
hidrolizables, oxidables, entre otros). (OSORIO, E. 2009)



CAPITULO II

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. LUGAR DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion se llevé a cabo en:

- Herbario de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador (PUCE)

- Laboratorio de Fitoquimica y Andlisis Instrumental de la Escuela de Bioquimica y
Farmacia de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.

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

Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

- Laboratorio de patologia SOLCA Riobamba.

2.2. MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

2.2.1. RECURSOS HUMANOS

El presente trabajo fue llevado a cabo por Luis Franklin Llumiguano Taris, estudiante
de la carrera de Bioquimica y Farmacia contando con la asesoria de la Doctora Susana

Abdo y el disefio farmacolégico Bgf. German Toapanta.
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2.2.2.1. Materiales De Laboratorio Quimico Y Farmacologico

- Vasos de precipitacion de 50, 250 y

1000 ml
- Tripodes
- Capsula de porcelana
- Crisoles
- Embudos
- Mortero con pistilo

- Probetas de 100 ml y 500 ml

- Balones esmerilados de 250, 1000

ml
- Tubos de ensayo
- Gradillas
- Pipetas del, 5, 10 ml
- Papel filtro
- Termdmetro 360 °C
- Reverbero
- Malla
- Frascos &mbar de 30, 50 y 500 ml
- Paquete de adhesivos
- Jeringuillas de insulina

- Perade succién

Picndmetros
Picetas

Cémara para éter
Cénula

Balones aforados de 10, 25, 100 y
250 ml

Varilla de agitacion
Funda de algoddn
Vaselina pura

Caja de polipropileno pequefia para
el atrapamiento de la cola de la rata
(cepo).

Cuaderno de apuntes

Esferos, lapices

Testigo cortos

(envase  para

punzantes)

Jaulas para ratas.

Camara cromatografia
Capilares

Placas de Silice Gel 60F254

Pipetas Pasteur.



=40 -

2.2.2.2. Equipos

- Rotavapor Heidolphhei-VAP advantage.
- Bomba de vacio

- Refractometro

- pH-metro Hanna referencia HI 2221.

- Refrigeradora

- Sorbona

- Mufla SNOL 8.2/1100.

- Estufa

- Balanza analitica BOECO de procedencia Alemana.
- Revelador luz U.V

- Medidor de glucemia

- Cémara fotogréfica

- Calculadora

- Computador HP TrueVision HD

2.2.2.3. Reactivos

a. REACTIVOS QUIMICOS

Alcohol potable (96°), Almidén soluble, Hipoclorito de Sodio a 5 ppm de
concentracion, Acido clorhidrico concentrado, Reactivo de Wagner, Solucion de
tricloruro férrico al 5%, Acido sulfurico concentrado, Alcohol amilico, Cloroformo,
Hidroxido de sodio, Reactivo de Baljet, Anhidrido acético, Solucion de Sudan Il al
0.6%, Glibenclamida 5 mg, Reactivo de Dragendorff, Reactivo de Mayer, Reactivo de
Wagner, Reactivo de Borntrager, Solucion de Fehling A y B, Cloruro de Sodio, Acido
Clorhidrico 1%, Granallas de Magnesio Metéalico, Acetato de Etilo, Metanol, Anhidrido
acético, Vainillina, Eter di etilico, Suero fisioldgico.
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b. REACTIVO BIOLOGICO (RB)

POBLACION:

Ratas albinas (Rattus norvegicus), machos de cuatro a cinco meses de edad con un peso

corporal de 290-340 g procedentes del Bioterio de la Universidad Estatal de Guayaquil.

MUESTRA: 9 (experimentos netos), 3 (grupo patrén), 3 (grupo control positivo), 3

(grupo control negativo).

CLASIFICACION TAXONOMICA

Reino: Animalia

Filo: Chordata

Clase: Mammalia
Orden: Rodentia
Suborden: Myomorpha
Familia: Muridae
Género: Rattus

Especie: norvegicus

DESCRIPCION ANATOMICA

Peso Promedio: 235 g
Edad: 4-5 meses.
Sexo: Machos.

Lugar de Nacimiento: Bioterio de la Universidad Estatal de Guayaquil
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CONDICIONES AMBIENTALES Y DE ALOJAMIENTO

TABLA No 7. CONDICIONES DE ALOJAMIENTO Y AMBIENTACION FiSICO PARA EL REACTIVO

BIOLOGICO PREVIO AL ESTUDIO.

FACTORES CONSIDERACIONES
Especie Rattus norvegicus
Edad 4-5 meses
Genero Macho
Peso 290-340 ¢

5a 6 g por cada 100 gramos de peso corporal diariamente

Dieta/Alimentacién

Agua Ad libitum

Mantenimiento/Fisico

Tipo

(dimensiones)

Caja de pléastico. Area 450 cm, altura 36

cm

Macroambiente Ropa de cama

(Alojamiento/Jaula)

Viruta de madera para mantener animales

limpios y secos

NUmero de

animales por jaula

2-3 ratas (Rattus norvegicus)

Humedad

40-70 %

Microambiente Temperatura

22°C £2

Fotoluminiscencia

12 h luz y 12 h de oscuridad

Ruido

Ausente

Parametro Glucosa

Bioquimico

60-90 mg/dL (Charles River, 1984)

FUENTE: (GUIA PARA EL CUIDADO Y USO DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO, 2002)
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2.3.  MANEJO ESPECIFICO DEL EXPERIMENTO

2.3.1. ESTUDIO FARMACOGNOSTICO GENERAL

2.3.1.1. Obtencion E Identificacion Taxonémica Del Material Botanico

Las partes aéreas de Physalis peruviana adultas y/o en flor empleadas en la tesis fueron
recogidas en su habitat natural, de forma manual y en horas de la mafiana, tomando
unicamente las partes aéreas de la planta (hojas) el 25 de Agosto de 2013 en el canton
Montalvo a 35 km de Babahoyo en la provincia de los Rios, a los 72 metros sobre el

nivel del mar y a una temperatura media de 23-24°C.

Posteriormente y para asegurar la identidad de la droga vegetal y que éste estudio
Farmacogndstico y Farmacoldgico sea aplicado a la planta medicinal, el material
boténico se llevé al herbario de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la PUCE
para su correcta identificacién taxonémica y marcaje y el resto de la planta se llevé al
laboratorio de fitoquimica e instrumental de la Escuela de Bioquimica y Farmacia de la

Facultad de Ciencias de la ESPOCH para su preparacién y uso posterior.

2.3.1.2. LIMPIEZA, DESINFECCION Y SECADO DEL MATERIAL
BOTANICO

Luego de ser colectadas, las muestras vegetales fueron trasladadas de inmediato al
laboratorio en bolsas plasticas, donde las partes aéreas son seleccionadas de acuerdo al
color y estado fisco de la planta, luego son sumergidas con abundante agua y luego con
un solvente organico (Kilol DF 100), por 5 minutos aproximadamente, para eliminar
sustancias extrafias que puedan contener en su superficie. Posteriormente fueron
secados en estufa de aire caliente a una temperatura de 32+2 °C, por un periodo de 5

dias para obtener un secado uniforme.
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Las muestras secas fueron trituradas en fragmentos de 1 cm aproximadamente y luego
almacenadas en bolsas plasticas &mbar evitando el contacto con la luz y humedad para

su posterior uso.

2.3.1.3. Determinacion De Los Parametros De Calidad, Método Fisico-Quimico De
Anélisis De Droga Cruda.

El control de calidad de la droga cruda se llevo a cabo bajo las metodologias y ensayos
establecidos por la Farmacopea Espariola, Monografias de la OMS y ESCOP (European
Scientific Cooperative for Phytotherapy), encargados de asegurar que la droga vegetal y
sus productos elaborados reunan informacion valida y elaborada sobre métodos
analiticos y especificaciones de calidad, indicaciones aceptadas y riesgos conocidos.
Para el control de calidad de la droga cruda se realizd las siguientes pruebas.
(SALVADOR, C. 2006)

- Determinacion de la humedad residual
- Determinacioén de cenizas totales
- Determinacion de cenizas solubles en agua

- Determinacioén de cenizas insolubles en &cido clorhidrico

HUMEDAD RESIDUAL.

Para su determinacion, se emple6 el método Gravimétrico de desecacion en estufa
segun Norma Ramal de Salud Publica (NRSP) No. 309 del MINSAP. 1992.

CENIZAS TOTALES

Para esta prueba se empled el método gravimétrico, por incineracion segin Norma
Ramal de Salud Publica (NRSP) No. 309 del MINSAP. 1992.
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CENIZAS SOLUBLES EN AGUA

La determinacion de cenizas solubles en agua se llevo acabo segun Norma Ramal de
Salud Publica (NRSP) No. 309 del MINSAP. 1992

CENIZAS INSOLUBLES EN ACIDO CLORHIDRICO

Para la determinacion de cenizas insolubles en &cido clorhidrico se llevd acabo segun
Norma Ramal de Salud Publica (NRSP) No. 309 del MINSAP. 1992. Todas las

determinaciones se llevaron a cabo por duplicado.

2.3.2. ANALISIS QUIMICO CUALITATIVO.

2.3.2.1. Preparacion Del Extracto.

La elaboracion de los extractos se llevd a cabo mediante la metodologia descrita por
Enriquez F. (2008) y la norma ramal de salud publica (NRSP) 311, con ligeras
modificaciones, para lo cual en frascos ambar se coloc6é 50 g de P. peruviana seca y
triturada, para la extraccion de los diferentes compuestos quimicos presentes, se
realizaron extracciones sucesivas con disolventes de polaridad creciente (éter di-etilico,
alcohol 96 % y agua). En primera instancia la droga fue sumergida en 325 ml de éter di-
etilico y se dejo macerar por 48 horas a temperatura ambiente (20+2°C) con agitacién
frecuente. Posteriormente fue filtrado, se midio el volumen, se calculd la concentracion
y el residuo fue secado en un extractor de gases (Sorbona) hasta la evaporacién
completa del éter. A este residuo se sometié a una segunda extraccién con alcohol 96 %,
hasta que el solvente cubra la totalidad del residuo (360 ml), se dej6 macerar por 48
horas a temperatura ambiente y agitacion frecuente. Luego se procedié a filtrar, se
midié el volumen final y el residuo fue secado primero a temperatura ambiente luego a
105 °C hasta la evaporacion completa del alcohol, se pesé y determind la concentracion
final. Finalmente para la extraccion acuosa el residuo fue sumergido en 380 ml de agua

destilada, se dej6 macerar por 48 horas a temperatura ambiente y con agitacion
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frecuente, se midié el volumen, el peso del residuo seco y se realizd los respectivos
calculos (ANEXO I: FIGURA 10). (ENRIQUEZ, A. & otros. 2008)

Al final de la extraccion, los extractos estéreo, alcoholico y acuoso, fueron concentrados

hasta las % partes del volumen total.

2.3.2.2. Tamizaje Fitoquimico

Con el fin de investigar la presencia de los principales compuestos quimicos de los
extractos obtenidos en el apartado 2.3.2.1 se aplicaron técnicas simples, rapidas y
selectivas, haciendo uso de reacciones cualitativas de coloracion y/o precipitacion,
siguiendo los métodos reportados por Enriquez F. (2008). (ANEXO I: FIGURA 11 Y
12). (ENRIQUEZ, A. & otros. 2008)

2.3.2.3. Determinacion De Los Parametros Fisicos, Fisico-Quimicos De Calidad

Del Extracto.

Para determinar la calidad del extracto obtenido, se procedié a determinar algunos
pardmetros de calidad fisico y fisico-quimicos cualitativos tales como caracteristicas
organolépticas, pH, densidad relativa, sélidos totales, indice de refraccién y el cribado
fitoquimico, a través del procedimiento descrito en la Norma Ramal De Salud Publica

(NRSP) para extractos y tinturas N° 312:1992 y la farmacopea Britanica 2012

CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

Para la determinacion de este parametro, se establecieron diferentes caracteristicas

organolépticas, como el aspecto (color y apariencia), olor y sabor.

DENSIDAD

Su determinacion se llevd a cabo empleando el método picnométrico de 5 mL, a

temperatura ambiente (20+ 2°C).
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INDICE DE REFRACCION

Para su determinacion se empled el método Refractométrico a temperatura ambiente
(20+ 2°C).

SOLIDOS TOTALES

Determinado por el método de evaporacion del solvente, en capsula de porcelana sin

tapa, hasta peso constante, en una estufa a 105°C.

pH

Determinado con un pH-metro Hanna referencia HI 211, a temperatura ambiente (20+
2°C).

2.3.3. DETECCION DE COMPUESTOS POR CROMATOGRAFIA EN CAPA
FINA.

A la fraccidn concentrada de Physalis peruviana obtenida por maceracion, se adiciono
15 ml de hexano, se agito en vortéx enérgicamente y se dejo en reposo hasta la
separacion de las dos fases. A la fraccion etandlica separada se repitio el mismo
procedimiento hasta la completa eliminacion de clorofilas. Al final de la separacion la

muestra fue separada en dos fracciones, para la deteccion de flavonoides y alcaloides.

FLAVONOIDES TOTALES

Para verificar la presencia o ausencia de flavonoides totales investigados en el tamizaje
fitoquimico, a la fraccion obtenida anteriormente se llevd a cabo la deteccién
cromatografia. Para llevar a cabo su desarrollo se utilizaron placas de silica gel 60 F 254
(Merck). La muestra y el estandar fueron aplicadas a 1 cm desde la base y a 1.5 cm de

distancia entre una y otra muestra, con capilares de 10 ul. Como fase moévil se utilizé
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una mezcla de cloroformo-acetato de etilo-acido férmico en proporciones 75:16.5:8.5
(v/viv (ml)) respectivamente. (WAGNE, H., BLAD, S. 1996)

El desarrollo de las placas se llevo a cabo hasta las % partes de la placa. Posteriormente
se dejo secar a temperatura ambiente, se visualiza a la luz UV (366nm), para su
deteccion final se utiliz6 como revelador sulfato de cerio, sustancias que hacen mas
evidente y brillantes las machas de los flavonoides, por segunda vez se observa las
fluorescencia coloreada a la luz UV (366nm), se anoto la distancia recorrida del

solvente y las manchas, para calcular los Rf respectivos mediante la siguiente ecuacion.

Recorrido de la muestra (cm)

Rf =

Recorrido del solvente (cm)

ALCALOIDES.

Para verificar la presencia o ausencia de alcaloides investigados en el tamizaje
fitoquimico, la deteccion cromatografia de alcaloides se llevd a cabo empleando la
metodologia descrita por Wagne & Blad (1996) con ligeras modificaciones. Una
fraccion etandlica de Physalis peruviana fue aplicada con capilares de 10 pl en placas
de silica gel 60 F, a 1 cm desde la base y 2 cm de distancia entre una y otra muestra.
Como fase movil se utilizo tolueno-cloroformo-trietilamina en proporciones 70:20:10
(v/viv (ml)) respectivamente. (WAGNE, H., BLAD, S. 1996)

El desarrollo de las placas se llevo a cabo hasta las % partes de la placa. Posteriormente
se dejé secar a temperatura ambiente. Para su deteccion final se utiliz6 como revelador
el reactivo de Wagner, sustancia que hace mas claro las machas. Posteriormente fueron
detectadas en la luz visible, con la distancia recorrida del solvente y las manchas, se

calcularon los Rf respectivos.
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CUANTIFICACION ESPECTROFOTOMETRICA DE FLAVONOIDES
TOTALES EXPRESADOS COMO % DE RUTINA.

CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES EN DROGA SECA.

PREPARACION DEL EXTRACTO.

Para la cuantificacion de flavonoides totales por espectrofotometria, se basé en
reacciones colorimétricas, en la cual los flavonoides forman un complejo coloreado en
presencia de un metal como el Fe** o el AI**. Mediante el cual se determina la
concentracion de flavonoides presentes. Para lo cual se empled la metodologia descrita
por Pilar (2005), con ligeras modificaciones. A un balon esmerilado de 250 ml se
colocé 2 g de la droga seca y molida, luego se afiadié 25 ml de etanol, homogenizado
completamente la mezcla se sometid a reflujo por un lapso no menor a 30 minutos.
Posteriormente la mezcla se enfrid, filtro y se aforo hasta obtener un volumen total de
50 ml. A la solucion obtenida se agregd hexano en proporciones iguales, se homogenizo
y se dejo en reposo hasta la completa separacion de las dos fases, el proceso se repitio
hasta la completa eliminacion de las clorofilas. (LUEGAS-CAICEDO, P. 2005)

REACCIONES DE COLORACION

Para la deteccion espectrofotométrica de flavonoides en extractos, fue considerado la
metodologia descrita por Toapanta (2011). (TOAPANTA, S. 2011)

- En tubo que contenia 500 pl del extracto fue transferido 400 pl de agua destilada, se
homogenizo y se agregd 38 ulL de NaNO?2 al 5% p/v, la mezcla homogenizada se
tap0 y se dejo en reposo a temperatura ambiente por 5 min.

- Posteriormente se agregaron 38ul de AICI3 al 10% p/v, la mezcla agitada y
homogenizada se dejo en reposo a temperatura ambiente por 6 min.

- Luego se adicion6 250 pL de NaOH IM y se completd a un volumen final de

1250uL con agua destilada.
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- Ladeteccion en el espectrofotémetro, fue medida a 510 nm. (LUEGAS-CAICEDO,
P. 2005; TOAPANTA, S. 2011)

Para la cuantificacion de flavonoides totales se utilizd una curva de calibracién con
Rutina de 100 ppm (ug/ml). Los resultados se expresaron como % de rutina. Las
medidas se realizaron por duplicado. (LUEGAS-CAICEDO, P. 2005)

2.3.4. ESTUDIO TOXICOLOGICO.

2.3.4.1. Toxicidad Oral Aguda Del Extracto Etandlico De Physalis peruviana.

La toxicidad aguda, tiene como principio utilizar el menor nimero de animales y
proporcionar informacién suficiente sobre la toxicidad aguda de una sustancia o
compuesto administrado a una dosis definida. La ausencia o presencia de mortalidad en
el 50 % de la poblacion, permite clasificar como toxica 0 no una sustancia, cuando se
administran mediante canula intragastrica dosis definidas en un cierto periodo de tiempo
(normalmente 15 dias). (ORGANIZACION PARA LA COOPERACION Y EL
DESARROLLO ECONOMICO, 2001)

2.3.4.1.1. Disefio experimental.

El estudio de toxicidad oral aguda del extracto etandlico de Physalis peruviana se
realizd en un lote aleatorio de 4 ratas, con peso promedio de 290+50 g y de un solo
sexo, mantenidos bajo condiciones ambientales descritas en la tabla 6. Antes de iniciar
el estudio toxicoldgico los reactivos biolégicos se mantuvieron en ayuno nocturno. Los
extractos etandélicos de Physalis peruviana se administraron oralmente mediante canula
intragéstrica la dosis (2.46 mg/Kg). Despueés de la administracion e individualmente se
observaron sistematicamente el comportamiento durante los primeros 30 minutos,
periédicamente durante las primeras 24 horas y diariamente hasta los 14 dias que dura
el estudio. (SARIVIA, A. 2005)
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Los principios y criterios de la Humane Documento Endpoints Guidance fueron
tomados en cuenta para evaluar los siguientes signos clinicos: Grito, Irritabilidad,
Respuesta al toque, Huida, Contorsiones, Patas posteriores, Enderezamiento, Tono
corporal, Convulsiones, Lagrimacian, Miccion, Defecacién, Piloereccion y Numero de
muertos. Con una ponderacion 0-4, fueron calificados cada uno de los signos clinicos
para analizar la desaparicion o el aumento de los signos. La variable peso corporal fue
controlado antes de la primera administracion, a los siete dias y al final del experimento,
antes del sacrificio. (SARIVIA, A. 2005, ORGANIZACION PARA LA
COOPERACION Y EL DESARROLLO ECONOMICO. 2000)

La administracion y las pesadas fueron realizadas siempre a la misma hora de la mafiana
(11:00 AM).

2.3.4.1.2. Estudio Anatomo e Histopatoldgico

Al término del estudio a los animales se les practico la eutanasia con inhalacién de
CO,. Después del sacrificio se les practicd necropsias macroscopicas y patologicas de
organos farmacocinéticos: estomago, higado y rifion. En el andlisis macroscopico se
evalu6 el color, peso y tamafio (largo, ancho y profundidad). Para el estudio
histopatolégico el estdbmago, higado y rifion fueron sumergidas en formol al 10 %
buferado. El analisis histopatolégico consistié en determinar el dafio tisular que

ocasiona, la administracion del extracto y en un periodo de tiempo establecido.

2.3.5. ESTUDIO FARMACOLOGICO.

2.35.1. EVALUACION DEL EFECTO HIPOGLICEMIANTE DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE Physalis peruviana.

El efecto hipoglicemiante fue realizado utilizando el modelo de sobrecarga oral (SO),
para evaluar el posible efecto hipoglicemiante del extracto o fraccion de una planta,

cuando son administrados en animales con hiperglicemia transitoria, inducida con una
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SO de carbohidratos (glucosa, almidon o sacarosa). Este modelo se fundamenta
basicamente en la prueba oral de tolerancia a la glucosa (OGTT), utilizada para el
diagnostico de la diabetes, midiendo los NGS 2 horas después de una ingesta excesiva
de glucosa (75 g) tras una noche de ayuno. (FRODE, T., MEDEIROS, Y. 2008)

La evaluacion farmacoldgica del extracto de Physalis peruviana, se desarrolld bajo el

siguiente protocolo farmacoldgico.

FASE |: PREPARACION DE LA DROGA Y PRODUCTOS QUIMICOS
(PATRON, VEHICULO Y SUSTANCIA INDUCTORA)

Extracto etéreo.

Para la extraccion de metabolitos, en frascos &mbar se colocd 50 g de P. peruviana seca
y triturada, posteriormente la droga fue sumergida en 400 ml de éter di-etilico y se dejo
macerar por 48 horas a temperatura ambiente (20£2°C) y con agitacion frecuente.

Posteriormente el filtrado fue concentrado.

Extracto alcohdlico.

Para la extraccion de metabolitos, en frascos ambar se colocé 50 g de P. peruviana seca
y triturada, posteriormente la droga fue sumergida en 400 ml de alcohol 70 % y se dejo
macerar por 48 horas a temperatura ambiente (20+2°C) y con agitacion frecuente.

Posteriormente el filtrado fue concentrado.

Infusién acuosa.

Para la extraccion de metabolitos, en frascos &mbar se coloco de 50 g de P. peruviana
seca y triturada, posteriormente la droga fue sumergida en 400 ml de agua a punto de
ebullicién y con agitacion constante de 5 a 10 minutos. Posteriormente el extracto se

dejo enfriar a temperatura ambiente (20+£2°C) y finalmente se filtro.
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Para obtener la muestra al 30, 60 y 90 % (0.86, 1.85 y 2.46 mg/Kg respectivamente), los
extractos etéreo, etandlico y acuoso fueron reconstituidos o preparados con agua-tween
80 (1%) en proporcion 9:1 (v/v (ml)), mismo que fue utilizado como vehiculo general
para la administracion oral y con canula intragastrica de las muestras, el patrén y la
sustancia inductora (almidon soluble, 2 g/Kg). Como patron se utilizd un
hipoglicemiante oral (Glibenclamida 5 mg) a una dosis de 0.2 mg/Kg (dosis efectiva).
Todas las soluciones fueron administradas a un volumen no menor a 1 ml (1 mi/100g de

peso corporal).

FASE I1: REACTIVO BIOLOGICO (RB).

Antes de iniciar el estudio los animales fueron sometidos a una alimentacion
equilibrada, con el fin de mantenerlos fisiologicamente y con peso, ideal y homogéneo
requeridos para el bioensayo; Con la finalidad de reducir al minimo el estrés, los RB
fueron acostumbrados al investigador y a la técnica que se va a realizar (TABLA 6),
mediante manipulacion y adaptacion. Para su desarrollo se utilizaron 24 ratas albinas

(Rattus norvegicus).

FASE I11: INDUCCION DE LA PATOLOGIA.

La hiperglicemia transitoria fue inducida después de un ayuno de 12 horas, por
sobrecarga oral de almiddn soluble a una dosis de 2 g/kg, con el fin de realizar la prueba
de tolerancia a la glucosa (OGTT). La hiperglicemia se confirmé 2 horas después de la
administracion, mediante la medicién de la glucosa en sangre de la vena de la cola. Sélo
los reactivos bioldgicos en ayunas y con niveles de glucosa en sangre > 100 mg/dl son

considerados hiperglicemicos y utilizados para el estudio.
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FASE 1V: DISENO EXPERIMENTAL.

Todos los RB fueron divididos aleatoriamente en 8 lotes de 3 cada uno, las condiciones

de alimentacion y ayuno fueron fijadas a una hora especifica, para la ejecucion de los

ensayos.
TABLA No 8. DISTRIBUCION DE RB Y LOTES PARA CADA ESTUDIO.

CODIGO LOTE NUMERO DE RB DOSIS
LAB Agua: Tween 80 (1%) 3 Iml
LAP Almidon 2 g/Kg 3 1ml
LAC+ Glibenclamida 5 mg 3 0.2 mg/Kg
LAT1 Extracto etéreo de P.p 60 % 3 1.85 mg/Kg
LAT2 Extracto etandlico de P.p 60 % 3 1.85 mg/Kg
LAT3 Extracto acuoso de P.p al 60 % 3 1.85 mg/Kg
LAT4 Extracto etandlico de P.p 30 % 3 0.86 mg/Kg
LATS Extracto etandlico de P.p 90 % 3 2.46 mg/Kg

TOTAL 8 24

FUENTE: Llumiguano L. (2014)

CONDICIONES DEL ESTUDIO PARA CADA LOTE

Antes de iniciar el estudio los lotes fueron sometidos a un ayuno de 12 horas.
Posteriormente en la hora cero se les determinaron los NGS de la vena de la cola con un
medidor de glucosa en mg/dL. A continuacion fueron administradas la solucion patrén,
la muestra a evaluar y quince minutos después fueron administrados la sustancia
inductora y/o el vehiculo segun corresponda el caso. Después de la dltima
administracion la medicion de los NGS se llevé a cabo a la hora 0.5, uno, dos, tres y
cuatro. Las muestras de sangre fueron tomadas mediante la técnica de puncion venosa a

nivel de la vena de la cola con Jeringuillas de 1 ml, para ser analizadas inmediatamente.
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Lote aleatorio blanco (LAB)

Estuvo constituido por 3 ratas macho, a los cuales se les administro el vehiculo, con el

fin de observar si existe algun efecto sobre los NGS, al inicio y al final del estudio.

Lote aleatorio problema (LAP)

Estuvo constituido por 3 ratas macho, a los cuales se les indujo la hiperglicemia
transitoria con 2 g/Kg de almidon y no reciben ningin tratamiento. Posteriormente

fueron medidos los NGS.

Lote aleatorio control positivo (LAC+)

Este lote estuvo constituido por 3 ratas macho con hiperglicemia transitoria y bajo

tratamiento con Glibenclamida (0.2 mg/Kg). Posteriormente fueron medidos los NGS.

Lote aleatorio para el tratamiento 1 (LAT1)

Estuvo constituido por 3 ratas macho con hiperglucemia transitoria y bajo tratamiento
con extracto etéreo de Physalis peruviana (1.85 mg/Kg). Posteriormente fueron
medidos los NGS.

Lote aleatorio para el tratamiento 2 (LAT2)

Estuvo constituido por 3 ratas macho con hiperglucemia transitoria y bajo tratamiento
con extracto etanodlico de Physalis peruviana (1.85 mg/Kg). Posteriormente fueron
medidos los NGS.
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Lote aleatorio para el tratamiento 3 (LAT3)

Estuvo constituido por 3 ratas macho con hiperglucemia transitoria y bajo tratamiento
con infusion acuosa de Physalis peruviana (1.85 mg/Kg). Posteriormente fueron
medidos los NGS.

Lote aleatorio para el tratamiento 4 (LAT4)

Estuvo constituido por 3 ratas macho con hiperglucemia transitoria y bajo tratamiento
con la dosis minima de Physalis peruviana (0.86 mg/Kg). Posteriormente fueron
medidos los NGS.

Lote aleatorio para el tratamiento 5 (LAT5)

Este lote estuvo constituido por 3 ratas macho con hiperglucemia transitoria y bajo
tratamiento con la dosis maxima Physalis peruviana (2.46 mg/Kg). Posteriormente

fueron medidos los NGS.

FASE V: EVALUACION.

Los NGS fueron evaluados mediante el método de enzimatico amperométrico
(Glucometro). Posteriormente los valores de glicemia fueron evaluados, elaborando
una curva de tolerancia oral a la glucosa (OGTT) y para evaluar la actividad
Hipoglicemiante los resultados fueron expresados, como la media aritmética de los
valores * desviacion estandar de la media y utilizando un analisis estadistico de una via
(ANOVA), seguido de un test de rangos multiples (Tukey). La significancia estadistica
fue considerada de 0.05 (5%).



CAPITULO III

3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1. ESTUDIO FARMACOGNOSTICO

Para cada uno de los ensayos realizados en el control de calidad de droga cruda y
extractos, los resultados se comparan con norma ramal NRM, farmacopea britanica y

brasilefia, para obtener un valor referencial.

3.1.1. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS FiSICOS, FiSICO-QUIMICOS
DE CALIDAD DE LA DROGA CRUDA

En el cuadro 1 se observa la calidad de la droga cruda de Physalis peruviana, para lo
cual el resultado de cada uno de los parametros evaluados, fueron expresados en

porcentaje.

CUADRO No 1. CONTROL DE CALIDAD DE DROGA CRUDA (Physalis peruviana). LABORATORIO
DE FITOQUIMICA Y PRODUCTOS NATURALES. ESCUELA DE BIOQUIMICA Y
FARMACIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. SEPTIEMBRE DEL

2013.
NOMBRE DEL ENSAYO RESULTADO % ESPECIFICACIONES
Humedad residual 7.56 <10
Cenizas totales 13.57 5-15
Cenizas solubles en agua 11.68 7

Cenizas insolubles en acido clorhidrico 3 2-6
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El control de materia extrafia organica e inorgéanica se encuentra dentro de los rangos
permisibles. Proporciones de agua menor o iguales al 10 % permiten una mayor
estabilidad de la droga, de lo contrario el exceso permitiria la proliferacion de hongos y
bacterias, y consiguientemente se produciria la hidrolisis. (VIDAURRE, M.,
QUEREVALU, L. 2007)

En relacion a las cenizas totales permite tener una idea mas clara sobre el cuidado que
se tuvo al momento de la preparacion del material vegetal, los resultados expresan el
contenido de sales minerales presentes en la planta, provenientes de forma fisioldgica
(propios de la planta) o de materia extrafia (propios del suelo, aire, etc.) que se adhieren
a la superficie de la droga. La determinacion de cenizas totales, en un 13.57 % se
encontraron valores altos que podrian corresponder a metales pesados provenientes de
la combustion o del ambiente, aspecto que se justifica con el valor obtenido para las
cenizas insolubles en acido (3%), pese al esfuerzo realizado para obtener la droga
vegetal en condiciones de completa pureza, a pesar de esto se encuentran dentro de los
rangos estipulados por normas internacionales. (LUEGAS-CAICEDO, P. 2005;
VIDAURRE, M., QUEREVALU, L. 2007)

3.1.2. PREPARACION DEL EXTRACTO

Para la preparacion de los extractos de Physalis peruviana se utilizé solventes de
polaridad creciente con la finalidad de lograr el mayor agotamiento de la droga durante
la maceracion. En el cuadro 2 se observa la cantidad de extracto obtenido en ml y el
porcentaje de rendimiento obtenido para cada uno de los solventes utilizados. El

extracto etanolico obtuvo un mejor porcentaje de rendimiento.
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CUADRO No 2. RENDIMIENTO DE EXTRACTOS DE Physalis peruviana
EXTRAIDOS CON SOLVENTES DE POLARIDAD CRECIENTE.
ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. SEPTIEMBRE DEL 2013.

PORCENTAJE DE
SOLVENTE PESO(g) EXTRACTO (ml) RENDIMIENTO.

Eter di-etilico 50 260 19
Alcohol 96% 49 218 36
Agua 42 230 32

FUENTE: Laboratorio De Fitoquimica Y Productos Naturales

Para la preparacion de los extractos por agotamiento de la droga se utilizé éter di-etilico,
alcohol y agua, determinando que el mejor solvente es etanol al 96 % con un
rendimiento del 36 %, con relacién al material vegetal triturado. De acuerdo con
Medina D. (2012) estos porcentajes se relacionan con el solvente utilizado, puesto que
el solvente alcohdlico ofrece un gran espectro de extraccién de compuestos polares y
apolares que un solvente de baja polaridad, debido a que en este Gltimo se extraen la
mayoria de compuestos lipdfilos. Este procedimiento es valido cuando no se sabe la
naturaleza de los compuestos responsables de la actividad farmacoldgica, el solvente
gue garantice un alto porcentaje de concentracion de metabolitos es el 6ptimo para el
estudio farmacologico, puesto que en ellos estan concentrados la mayoria de
compuestos quimicos de la planta. (LUEGAS-CAICEDO, P. 2005; MEDINA, D. 2012)

3.1.2.1. Determinacion De Los Parametros Fisicos, Fisico-Quimicos De Calidad

Del Extracto Etandlico De Physalis peruviana

Luego de obtener el extracto etandlico descritos en el inciso 2.3.1.4 se procedid a
realizar el control de calidad, delos parametros establecidos en el inciso 2.3.1.5. Cada

ensayo fue llevado a cabo por duplicado, obteniéndose los siguientes resultados.
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CUADRO No 3. CONTROL DE CALIDAD DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Physalis peruviana.
ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
RIOBAMBA. OCTUBRE DEL 2013.

NOMBRE DEL ENSAYO RESULTADO
Aspecto Liquido y turbio
Caracteristicas Olor Caracteristico de las hojas de la planta.
organolépticas Color Verde marron-intenso
Sabor Amargo, acido y astringente
pH 5.86
Ensayos fisico- Densidad relativa 0.898 g/mL
quimico indice de refraccion 1.371
Sélidos totales 7.270 g/100 ml

FUENTE: Laboratorio de andlisis quimico instrumental

En las caracteristicas organolépticas declaradas, relaciona la época en la que el material
botanico fue recolectado, meses correspondientes al estado vegetativo de la planta,
donde las hojas frescas, tiernas y ricas en clorofila transmiten el color caracteristico del
vegetal a los extractos formulados.

Respecto a los demas parametros, el valor de pH confirma la sensacién de acidez
detectada en el estudio organoléptico, mismo que no resulta irritante a la mucosa
gastrica, segun los resultados obtenidos del estudio toxicoldgico. El indice de refraccién
es ligeramente superior a la del agua (1,333) y la densidad relativa cumple las
especificaciones y es ligeramente menor a la del agua (1 g/mL). EI resultado de los

solidos (7.270 g/100 ml) indica una buena concentracion de metabolitos secundarios.

3.1.2.2. Ensayos De Identificacion Fitoquimica De Physalis peruviana.

Es el primer paso para la identificacion fitoquimica y determinar la presencia de

metabolitos secundarios, se usé tres solventes de polaridad ascendente: éter di-etilico,
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etanol 96% y agua, estos solventes modifican el pH del medio, penetran en la droga
cruda y disuelven los compuestos quimicos con el fin de extraer los principios activos
de acuerdo a su solubilidad. (ENRIQUEZ, A. & otros. 2008)

CUADRO No 4. RESULTADO DEL TAMIZAJE FITOQUIMICO. ESCUELA DE BIOQUIMICA Y
FARMACIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. OCTUBRE

DEL 2013.
EXTRACTO
METABOLITO ENSAYO ETEREO ETANOLICO ACUOSO
Draggendorff + ++ +
Alcaloides Mayer + F++ ++
Wagner + +++ ++
Lactonas y Baljet - -
coumarinas
Acidos grasos Sudan I11 -
triterpenos y/o Liebermann- + ++
esteroides Burchard
Resinas Resina -
Catequinas Catequinas +
Saponinas Espuma - -
Azlcares reductores Fehling + +
Fenoles y/o taninos Cloruro férrico ++ ++
Quinonas Borntrager -
Flavonoides Shinoda ++ ++

Antocianidinas

Antocianidinas

Mucilagos

Mucilagos

FUENTE: Laboratorio de fitoquimica y productos naturales.
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Donde:
Los espacios en blanco significan que esos ensayos no fueron realizados

(+) Significa que se obtuvo una respuesta positiva de poca intensidad para ese

metabolito en el extracto

(++) Significa que se obtuvo una respuesta positiva de mediana intensidad para ese

metabolito en el extracto.

(+++) Significa que se obtuvo una respuesta positiva de mayor intensidad para ese

metabolito en el extracto.

(-) Significa que se obtuvo una respuesta negativa para ese metabolito en el extracto

En el cuadro 4, se muestran los resultados realizados al extracto etéreo, alcoholico y
acuoso, donde se muestran la alta variabilidad de compuestos presentes en las hojas de
Physalis peruviana. Donde se observa una importante presencia de metabolitos
secundarios entre los que destacan alcaloides, triterpenos y compuestos fenolicos, que
podrian estar relacionados con la actividad farmacoldgica de esta planta. Mismos que
para este género podrian estar relacionados con multiples actividades farmacoldgicas,

entre ellas la hipoglicemiante.

La presencia de esta clase de metabolitos podrian estar relacionados con varias
investigaciones realizadas para la familia Solanaceae, por Laxmidhar M; Jimoh A,
Sridevi M. vy los descritos también por Medina D; Douglas A; para P. peruviana,
cuando se han realizado estudios farmacoldgicos de afecto hipoglucemiante, en los
cuales se reportan la presencia de alcaloides, flavonoides, triterpenos, entre los mas
representativos. (DOUGLAS, A. 2011; JIMOH, A. & otros. 2013; LAXMIDHAR, M.
& otros. 2010; MEDINA, D. 2012; SRIDEVI, M., & otros. 2011)

Por otro lado se observd que el extracto etéreo muestra una menor proporcion de
metabolitos, a diferencia del extracto alcohdlico y acuoso donde se observa una mayor
proporcion, lo que sugiere que las hojas de Physalis peruviana poseen mayor

proporcién de metabolitos polares, sobre todo alcaloides de polaridad intermedia.
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Ademaés se observa que el extracto alcohdlico es donde se encuentran disueltos la mayor
cantidad de metabolitos secundarios.

3.1.3. ESTUDIO CROMATOGRAFICO DE METABOLITOS DE Physalis

peruviana.

Luego de haber realizo el tamizaje fitoquimico, adicionalmente se llevé a cabo una
analisis cromatografico de los metabolitos encontrados en mayor proporcion
(Alcaloides y Flavonoides totales). El extracto etandlico en condiciones definidas
presentara una huella digital caracteristica para el metabolito investigado. (BERNAL, C.
2012)

3.1.3.1. Deteccion De Flavonoides Por Cromatografia En Capa Fina

En la deteccion de flavonoides fracciones del extracto etandlico mostraron presencia de
este metabolito con factores de retencion (Rf) similares a los descritos en la literatura

referencial.

La fotografia 2 muestra el resultado de la elucién de extracto etandlico de Physalis
peruviana. Las muestras fueron aplicadas en placas de gel de silice, misma que se eluyd
utilizando como fase movil Cloroformo-Acetato de etilo-Acido férmico, se utilizé como

revelador sulfato de cerio para detectar la presencia de flavonoides.
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FOTOGRAFIA No 2. PERFIL CROMATOGRAFICO. SE APRECIAN
MANCHAS DE DOS COMPUESTOS
FLAVONOIDES DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
HOJAS DE Physalis peruviana. ESCUELA DE
BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. OCTUBRE DEL
2013.

Posteriormente en la placa se observo 2 manchas blancas de alta intensidad A y B, la
huella digital A presenta un Rf de 0.41 y la B con un Rf de 0.54, que estarian
relacionados con flavonoides de tipo Rutina (Rf ~ 0.4) y Acido clorogénico (Rf 0.45)
respectivamente, al comparar con lo descrito por Wagne H.; cuando se realiza el analisis
cromatografico para la familia Solanaceae. (WAGNE, H., BLAD, S. 1996)

3.1.3.2. Deteccion de alcaloides por cromatografia en capa fina.

Para la deteccion de alcaloides, fracciones del extracto etanolico de Physalis peruviana
mostraron mejor resolucion, al utilizar como fase movil Trietilamina-Cloroformo-

Tolueno, fotografia 3.
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FOTOGRAFIA No 3. ANALISIS CROMATOGRAFICO. SE APRECIAN DOS MANCHAS DE
ALCALOIDES DE TIPO TROPANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
HOJAS DE Physalis peruviana. ESCUELA DE BIOQUIMICA Y
FARMACIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA.
OCTUBRE DEL 2013.

Al revelar con reactivo de Wagner se obtuvieron 2 manchas de mayor y menor
intensidad de color naranja A y B respectivamente y marron observado bajo la luz U.V
a A 254 nm. La deteccion esta relacionada con la estructura de los alcaloides de tipo
tropano, la mancha de Rf 0.43 esté relacionada con el alcaloide escopolamina (Rf ~0.4)
su presencia en la familia Solanaceae fue reportada y descrita cuando se realiz6 estudios
fitoquimico para Physalis pubescens por Douglas A. Por otro lado la mancha de Rf 0.51
se relaciona con isomeros de Hyoscyamina y escopolamina (Rf 0.25) al comparar con lo
descrito por Wagne H. De esta manera se puede comprobar la mediana intensidad de
metabolitos en el extracto alcohdlico. (DOUGLAS, A. 2011; WAGNE, H., BLAD, S.
1996)
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3.1.4. CUANTIFICACION ESPECTROFOTOMETRICA DE FLAVONOIDES
TOTALES

Para el analisis cuantitativo de flavonoides, una vez obtenida la fraccion etandlica de
Physalis peruviana, se procedié a realizar las mediciones en el espectrofotometro,

primero con el estandar (para la curva de calibracion) y concluyendo con la muestra.

La curva de calibracion se llevo a cabo utilizando la rutina como estandar referencial,
para lo cual se pudo obtener seis valores de absorbancia a diferentes concentraciones y a
una longitud de onda de 510 nm.

CUADRO No 5. CONCENTRACION DE LA SOLUCION MADRE: 100ug/ml. DATOS
DETALLADOS DE LA RUTINA PARA OBTENER LA ECUACION DE LA
RECTA. LABORATORIO DE QUIMICA INSTRUMENTAL. ESCUELA DE
BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
RIOBAMBA. OCTUBRE DEL 2013.

Diluciones mi/ml Concentracion (ppm) Absorbancia (nm)
2/10 20 0,222
4/10 40 0,435
6/10 60 0,647
8/10 80 0,86
10/10 100 1,073

Posteriormente se elabora una curva de calibracion para obtener la ecuacion de la recta

para la rutina.
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GRAFICO No 1. CURVA DE CALIBRACION PARA LA RUTINA. CADA PUNTO
REPRESENTA LA CONCENTRACION EN ppm VS LA ABSORBANCIA
EN nm DE CADA MEDICION. LABORATORIO DE ANALISIS
INSTRUMENTAL. ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD
DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. OCTUBRE DEL 2013.

Con la ecuacién de la recta y el coeficiente de determinacién (r’) ajustado a 1, se
determina la concentracion de flavonoides expresados como pg de rutina/mL extracto,

para fracciones repetidas del extracto etandlico de Physalis peruviana se obtiene una

concentracion de 1.54 ppm.

Para establecer el porcentaje que constituyen la cantidad de flavonoides totales en el
extracto, es necesario sustituir en la ecuacion que se presenta a continuacion, los valores de
la absorbancia encontrada, porcentaje de humedad de la droga y la masa de la muestra en

gramos.

A X 62500
500 X m (100 — Pd)

% Flavonoides =

Donde:
A = absorbancia de la muestra a 510 nm
m = masa de la muestra en gramos

Pd = humedad de la droga cruda (%)
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CUADRO No 6. DATOS DETALLADOS PARA LA CUANTIFICACION DE
FLAVONOIDES TOTALES DE Physalis peruviana, A LA
LONGITUD DE ONDA DE 510 nm. LABORATORIO DE
ANALISIS QUIMICO INSTRUMENTAL. ESCUELA DE
BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. RIOBAMBA. OCTUBRE DEL 2013.

CANTIDAD DE FLAVONOIDE

PARAMETRO Porcentaje ppm (ug/mL)
Absorbancia 0.337 nm
Humedad 7.56 % 0.23 1.54
Masa 24

Estos resultados 1.54ppm y 0.23%, calculados como rutina (C,7H30016) ¥ cOn una
longitud de onda de 510 nm indican que Physalis peruviana sugiere como fuente media
de Flavonoides, que al comparar con lo establecido por la farmacopea brasilefia y a lo
descrito por Look de Ugaz O. La concentracion de principios activos (Flavonoides) y la
presencia de los metabolitos evidenciados en el tamizaje fitoquimico, tienen relacion
directa con el estudio farmacologico evaluado en el presente estudio. (LOCK DE
UGAZ, O. 1994)

3.2. ESTUDIO FARMACOLOGICO

3.2.1. ACTIVIDAD HIPOGLICEMIANTE DEL EXTRACTO DE HOJAS DE
UVILLA SILVESTRE (Physalis peruviana) EN Rattus norvegicus.

3.2.1.1. Efecto De Los Tratamientos Sobre Los NGS En Los RB.
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CUADRO No 7. EFECTO DE PHYSALIS PERUVIANA SOBRE LOS NGS EN RATAS CON HIPERGLUCEMIA INDUCIDA, ESCUELA DE BIOQUIMICA Y
FARMACIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. DICIEMBRE 2013.

Variables Tratamiento

Tiempo LAB LAP LAC LAT1 LAT2 LAT3 LAT4 LATS E.E. Prob

0 7800 a 8800 a 7367 a 7200 a 7633 a 8167 a 8767 a 8067 a 429 0.13
30 7800 b 10933 a 9133 ab 8500 ab 9333 ab 7933 Db 89.00 ab 91.00 ab 501 0.01
90 8233 a 11733 a 9100 a 9433 a 8833 a 8000 a 8733 a 9067 a 878 0.18
150 6033 b 9367 a 7933 a 8467 a 8867 a 8400 a 8933 a 8700 a 3.07 0.00
210 6433 a 8633 a 7333 a 8167 a 8700 a 8200 a 8700 a 8133 a 495 0.06
270 7433 a 6833 ab 4867 b 8200 a 8133 a 8200 a 8367 a 7800 a 439 0.00

Los valores se expresan en medias para lotes de 3 reactivos bioldgicos cada uno
Letras iguales no difieren significativamente segiin Tukey al 5 %.
E.E. Error Estandar.

Fuente: Llumiguano, L. (2014).
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Al analizar la glucosa inicial en la sangre de las ratas permitio registrar NGS de 72.00 -
87.67 mg/dl valores entre los cuales no difieren significativamente por lo que nos
permiten establecer; las condiciones normales en las que se encuentran los RB antes de

iniciar el estudio y diferenciar la existencia de hiperglicemia.

A los 30 minutos los NGS de los RB para el lote problema registré un promedio de
109.33 mg/DI, mismos que difiere significativamente del resto de tratamientos
principalmente de LAT3 y LAB en los cuales se determinaron NGS de 79.33 y 78.00
mg/DlI, esto principalmente se debe a que el tratamiento LAT3 esta causando una ligera

actividad, al disminuir los NGS cercanos a la normalidad.

Concentracion promedio de glicemia en ratas (Rattus
120,00 - norvegicus)

100,00 A

109,33

80,00 -

78,00
91,33
85,00
93,33
79,33
89,00
91,00

60,00 -
40,00 A

20,00 -

0,00
LAB LAP LAC LAT1 LAT2 LAT3 LAT4 LATS

Tratamientos

Niveles de Glucosa en la sangre (mg/Dl)

GRAFICO No 2. CONCENTRACION DE GLUCOSA SANGUINEA EN RATAS CON
HIPERGLUCEMIA INDUCIDA DESPUES DE 30 MINUTOS DE APLICAR
LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS. ESCUELA DE BIOQUIMICA Y
FARMACIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. ABRIL
DEL 2014.

Transcurrido los 90 minutos, la concentracion de glucosa en sangre de los RB permitio
registrar NGS de 82.33 — 117.33 mg/dl, valores entre los cuales no difieren
significativamente, esto principalmente se debe a que los diferentes tratamientos no

influyen directamente sobre la concentracién de glucosa en sangre.

Después de los 150 minutos se registraron NGS de 60.33 mg/dl, niveles normales
especialmente para el lote blanco y que difiere significativamente del resto de
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tratamientos, esto debido a que el farmaco de referencia utilizado en este estudio ejerce
un efecto hipoglicémico evidente en relacion a los lotes tratados con Physalis peruviana
que ejercen un aligera activada al registrar valores de NGS cercanos a la normalidad
encontrados y registrados al inicio del estudio.

Concentracién promedio de glicemia en ratas (Rattus
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GRAFICO No 3. CONCENTRACION DE GLUCOSA SANGUINEA EN RATAS
CON HIPERGLUCEMIA INDUCIDA DESPUES DE 150
MINUTOS DE APLICAR LOS DIFERENTES
TRATAMIENTOS. ESCUELA DE BIOQUIMICA Y
FARMACIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
RIOBAMBA. ABRIL DEL 2014.

Los NGS de los RB a los 210 minutos registraron valores entre 64.33 - 87.00 y mg/dl
valores entre los cuales no difieren significativamente, pero que si la hay en el minuto
270 donde el lote tratado con Glibenclamida registro valores de 48.67 mg/dl en relacion
con los diferentes tratamientos, esto probablemente se deba al ayuno prolongado y a la
disminucion significativa de la concentracion de glucosa, al disminuir su captacion y

metabolismo a nivel sanguineo.
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GRAFICO No 4. CONCENTRACION DE GLUCOSA SANGUINEA EN RATAS CON
HIPERGLUCEMIA INDUCIDA DESPUES DE 270 MINUTOS DE
APLICAR LOS DIFERENTES TRATAMIENTOS. ESCUELA DE
BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
RIOBAMBA. ABRIL DEL 2014.

3.2.1.2. EFECTO DEL TIEMPO DE ANALISIS SOBRE LOS NGS EN LOS RB

CUADRO No 8. ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE LOS NGS (MG/DL) A DIFERENTES TIEMPOS EN
LOS LOTES BAJO TRATAMIENTO. ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. DICIEMBRE 2013

LAB LAP LAC LAT1 LAT2 LAT3 LAT4 LATS

Coeficiente de
correlacion maltiple 0.460 0.482 0560 0.114 0.019 0.135 0.231 0.460

Coeficiente de
determinacién R*2  0.212 0.232 0.314 0.013 0.000 0.018 0.053 0.212

R"2 ajustado 0.162 0.184 0.271 -0.049 -0.062 -0.043 -0.006 0.162
Intercepcion 88.210 107.315 89.457 81.973 86.050 80.553 88.954 88.210

Regresion -0.027 -0.108 -0.106 0.010 -0.002 0.008 -0.013 -0.027
Probabilidad 0.036 0.043 0.016 0.652 0941 0592 0.357 0.055

FUENTE: Llumiguano L (2014)
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Los niveles de glucosa en la sangre estan relacionadas significativamente (P < 0.05) del
periodo de evaluacion, el 24.70 % de glucosa en la sangre depende del periodo de

evaluacion, y por cada periodo de evaluacion, la glucosa en la sangre disminuye en

0.0418 mg/dl en el lote blanco. Metabolismo glucolitico

100 - comportamiento metabdlico de los NGS en rattus
norvegicus
— 80 $
S $
E
©® 60 - L $
o
5
= y =78.11 - 0.0418x
g 40 R2=24.70 %
T P=0.035
2
2 20 -
O T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Periodo de evaluacion (minutos)

GRAFICO No 5. COMPORTAMIENTO METABOLICO DE LOS NIVELES DE GLUCOSA
EN SANGRE (mg/dl) EN EL LOTE BLANCO. ESCUELA DE
BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
RIOBAMBA. ABRIL DEL 2014.

Los niveles de glucosa en la sangre estan relacionadas significativamente (P < 0.05) del
periodo de evaluacion, el 23.23 % de glucosa en la sangre depende del periodo de
evaluacion, y por cada periodo de evaluacion, la glucosa en la sangre disminuye en
0.1079 mg/dl al inducir la hiperglicemia transitoria por SOA, teniendo su mayor valor a

los 90 minutos con 117.33 mg/dl de glicemia; momento en el cual empieza a disminuir.
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GRAFICO No 6. COMPORTAMIENTO GLICEMICO (mg/dl) DE LA SOBRECARGA ORAL
DE ALMIDON DURANTE EL TIEMPO DE EVALUACION AL LOTE
PROBLEMA. ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD
DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. ABRIL DEL 2014.

En el lote tratado con Glibenclamida, farmaco de referencia para este ensayo se observé
que los niveles de glucosa en la sangre estan relacionadas significativamente (P < 0.05)
del periodo de evaluacion; el 31.37 % de glucosa en la sangre depende del periodo de
evaluacion, y por cada periodo de evaluacion, la glucosa en la sangre disminuye en
89.457 mg/dl; presentando la mayor disminucion al minuto 90 y la menor a los 270

minutos.
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Comportamiento de NGS en el metabolismo del almidén
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GRAFICO No 7. COMPORTAMIENTO DE LOS NGS (MG/DL) EN EL METABOLISMO
DEL ALMIDON CUANDO ES TRATADO CON GLIBENCLAMIDA COMO
FARMACO REFERENCIAL EN EL ESTUDIO. ESCUELA DE
BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
RIOBAMBA. ABRIL DEL 2014.

Por otro lado los lotes tratados con los extractos de P. peruviana, se observo que los
niveles glicemia logrados tras la administracion de las dosis de 0.86, 1.85 y 2.46 mg/Kg
de peso resultaron, en todos los tiempos, superiores 0 menores a los desarrollados en el
lote control positivo (LAC+), al no observar una linealidad ni diferencias significativas
en la primera hora (p<0.05) se obtiene que la infusién acuosa de Physalis peruviana a la

dosis de 1.85 mg/Kg de peso presenta una pequefia pero no significativa actividad.

Como se puede apreciar en la curva de tolerancia , los lotes tratados con los extractos de
Physalis peruviana, se observo que los NGS logrados tras la administracion de las dosis
de 0.86, 1.85 y 2.46 mg/Kg de peso se mantuvieron, en la mayoria del tiempo por
debajo de lote problema y en todos los tiempos, superiores 0 menores a los
desarrollados en el lote control positivo (LAC+), al no observar una linealidad ni
diferencias significativas en los primeros tiempos (p<0.05) se obtiene que la infusion
acuosa de Physalis peruviana a la dosis de 1.85 mg/Kg de peso presenta una pequefa y
no significativa actividad. pero esta diferencia no presentd significancia estadistica y no
se mantuvo al finalizar el tratamiento. Este resultado sugiere que el extracto de hojas de
Physalis peruviana no tiene un efecto hipoglicemiante en el modelo de hiperglicemia

transitoria en ratas inducido con SOA.
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GRAFICO No 8. CURVA DE TOLERANCIA ORAL A LA GLUCOSA DE RATAS ALBINAS
MACHO A INTERVALOS DE TIEMPO DIFERENTES. ESCUELA DE
BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
RIOBAMBA. ABRIL DEL 2014.

3.3. ESTUDIO TOXICOLOGICO

3.3.1. TOXICIDAD AGUDA

Para el estudio de la toxicidad aguda, cuatro ratas macho fueron tratados con una sola
dosis de 2.46 mg/Kg de extracto etandlico de Physalis peruviana. El ensayo se llevo a
cabo observando el comportamiento de los animales durante los primeros 30 minutos,
periédicamente durante las primeras 24 horas y diariamente hasta los 14 dias que dura
el estudio. Los signos observados fueron Grito, Irritabilidad, Respuesta al toque, Huida,
Contorsiones, Patas posteriores, Enderezamiento, Tono corporal, Convulsiones,

Lagrimacian, Miccion, Defecacion, Piloereccion y Nimero de muertos.

En el cuadro 7 se aprecia las ponderaciones otorgadas a cada signo evaluado durante los

primeros siete dias.
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CUADRO No 9. EVALUACION DE LOS SIGNOS EN LOS PRIMEROS 7 DIAS DEL
ESTUDIO DE TOXICIDAD AGUDA, A UNA DOSIS UNICA, 2.35 mg/kg,
v.0. DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Physalis peruviana. BIOTERIO DE
LA FACULTAD DE CIENCIAS. ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA.

FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. DICIEMBRE 2013.

SIGNOS
EVALUADOS

TX;

TX;

X3

TX4

DIA

DIA

DIA

DIA

[

3

4

5

Actividad General

Grito

Irritabilidad

Respuesta al toque

Huida

Contorciones

Ratas posteriores

Enderezamiento

Tono corporal

Convulsiones

Lagrimacion

Miccion

Defecacion

Piloereccion

Muerte

Donde:

0 Ausencia del signo en el animal de experimentacion.

1-2 Manifestacion del signo con moderada intensidad en el animal de experimentacion.

3-4 Presencia del signo con alta intensidad en el animal de experimentacion.



-78 -
TX1 Toxicidad aguda para el reactivo bioldgico 1
TX2 Toxicidad aguda para el reactivo bioldgico 2
TX3 Toxicidad aguda para el reactivo bioldgico 3

TX4 Toxicidad aguda para el reactivo bioldgico 4

En el transcurso del estudio no se presentaron reacciones adversas significativas
después de los siete dias, razon por la cual no fue necesario determinar la dosis letal 50,

puesto que no hubo muerte en el transcurso y al final del ensayo.

La masa corporal de los reactivos bioldgicos fue evaluada cada siete dias, no

evidenciando cambios significativos respecto al control.

CUADRO No 10. MASA CORPORAL DE LOS REACTIVOS BIOLOGICOS MACHO.
GRUPO CONTROL Y EN TRATAMIENTO, EN LA PRUEBA DE
TOXICIDAD AGUDA A UNA DOSIS UNICA, 2.35 mg/kg, v.0. DE
EXTRACTO ETANOLICO DE Physalis peruviana. BIOTERIO DE
LA FACULTAD DE CIENCIAS. ESCUELA DE BIOQUIMICA Y
FARMACIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA.
DICIEMBRE 2013.

PESO CORPORAL EN GRAMOS

GRUPO Dia 0 Dia 7 Dia 14

Control 355 358 350
TX1 351 347 349
TX2 352 348 353
TX3 357 341 344
TX4 370 357 353

Al final de los 14 dias fueron realizados el analisis macroscopico de los 6rganos, en los
cuales no se observa ninguna alteracion aparente en relacion al control. De igual manera
la masa de los tres organos farmacocinéticos (Estomago, Higado y Rifion) en animales

machos control y bajo tratamiento, fueron determinadas al final del experimento.



-79 -

CUADRO No 11. ESTUDIO MACROSCOPICA DE ORGANOS FARMACOCINETICOS. EN
LA PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA A UNA DOSIS UNICA, 2.35
mg/kg, v.o DE EXTRACTO ETANOLICO DE Physalis peruviana.
BIOTERIO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS. ESCUELA DE
BIOQUIMICA Y FARMACIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
RIOBAMBA. DICIEMBRE 2013.

EXAMEN MACROSCOPICO

GRUPO ORGANO Longitud en cm

Color Peso(9) Largo Ancho Profundidad

Estomago  Blanquecino 2.9 3 1.1 0.6

Control Higado Rojo oscuro 11.1 55 4 0.6
Rifon Café oscuro 11 1.7 1.1 0.5

Estomago Rosa palido 2 2.7 1.2 0.6

TX1 Higado Rojo oscuro 114 5.6 35 0.6
Rifion Rojo vino 1.4 2.1 1.1 0.7

Estomago Rosa palido 2 3.3 1.2 0.6

TX2 Higado Rojo oscuro 11.3 5.6 4.2 0.6
Rifon Café oscuro 1.3 1.9 1.2 0.6

Estomago Rosa palido 2 2.8 1.4 0.5

TX3 Higado Rojo oscuro 12.3 6 4.6 0.5
Rifdon Rojo vino 1.2 1.9 1.2 0.5

El estudio macroscépico de estdbmago, higado y rifidbn no presentan alteraciones

significativas en relacion al control
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El estudio microscopico del estdbmago, reporta que no se observa lesiones ni
ulceraciones de la mucosa gastrica. Los lobulillos hepaticos presentan una arquitectura
normal y los espacios porta presentan un aligera congestion vascular, esto es, debido a
la técnica empleada para la eutanasia. Los glomérulos y tabulos renales presentan una

arquitectura y calibre normal, sin dafio evidente.

En base a estos resultados, los estudios realizados con extracto etandlico de Physalis

peruviana no presenta signos de toxicidad evidente, a la dosis administrada.



CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES

Al término de la investigacion se realizO la caracterizacion Farmacognostica,
fitoquimica y farmacoldgica de las hojas de Chapuca (Physalis peruviana) mediante
ensayos generales, determinacion cualitativa de metabolitos secundarios, cuantificacion
espectrofotométrica de flavonoides totales y analisis cromatografico en capa fina para la

deteccidn de alcaloides y flavonoides. Con lo que se concluye:

1. Segun los pardmetros de control de calidad de la droga cruda y el extracto
etandlico de Physalis peruviana, se encuentran dentro de los limites establecidos

por normas internacionales y nacionales.

2. EIl tamizaje fitoquimico del extracto etéreo, etandlico y acuoso de hojas de
Physalis peruviana indicaron la presencia significativa de alcaloides, triterpenos,
compuestos fenolicos y flavonoides, mismos que tienen relacion directa con la

actividad hipoglicemiante.

3. La cuantificacion espectrofotométrica a 510 nm de flavonoides expresados como
rutina, en el extracto etandlico de Physalis peruviana, revel6 una cantidad
significativa de flavonoides, 1.54 ppm (0.23%), reportados como principio
activo por la farmacopea brasilefa.
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4. Mediante el analisis cromatografico para flavonoides y alcaloides, se verificé la
posible presencia de Rutina y Acido clorogénico, alcaloides de tipo tropano,

escopolamina e Hyoscyamina.

5. La evaluacion de la actividad Hipoglicemiante indica que los extractos de
Physalis peruviana administrados a una dosis de 0.86, 1.85 y 2.46 mg/Kg de
peso (V.0), no posee una actividad hipoglicemiante estadisticamente significativa
de acuerdo al test de Tukey al 5% Y al coeficiente de determinacién obtenido de
la estadistica de regresion, después de ser administrado en ratas con

hiperglicemia transitoria y al comparar con el farmaco de referencia.

6. Mediante la administracion intragastrica y empleando el ensayo de dosis Unica.
La dosis 2.46 mg/Kg peso del extracto etandlico de Physalis peruviana

(Chapuca) no produce signos de toxicidad aguda en ratones.



CAPITULO V

5. RECOMENDACIONES

1. Continuar con los estudios farmacoldgicos y toxicoldgicos que permitan validar
las propiedades Hipoglicemiantes y otras patologias relacionadas, utilizando

otros 6rganos de P. peruviana.

2. Realizar estudios de purificacion e identificacion quimica de principios activos
responsables de la actividad Hipoglicemiante de las hojas de P. peruviana.

3. Probar el mismo estudio y patologias relacionadas, pero con otros modelos

experimentales ya que la misma familia reportan actividad farmacoldgica.
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CAPITULO VI

6. ANEXOS

ANEXO No 1. ESTUDIO FARMACOGNOSTICO GENERAL DE Physalis peruviana.

FOTOGRAFIA No 4 y 5. HABITA NATURAL Y RECOLECCION DEL MATERIAL
BOTANICO.

FOTOGRAFIA No 6. LAVADO DE Physalis peruviana.



FOTOGRAFIA No 7 Y 8. MACERACION Y CONCENTRADO DEL
MATERIAL BOTANICO.

FOTOGRAFIA No 11. CONTROL DE CALIDAD FiSICO-QUIMICO PARA Physalis
peruviana: Densidad, pH y Solidos totales.
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FOTOGRAFIA No 12. TAMIZAJE QUIMICO CUALITATIVO DE Physalis peruviana.
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MATERIAL VEGETAL
50g
|
Se extrajo con 150 mL de éter dietilico por

maceracion durante 48 horas a temperatura
ambiente

FILTRAMOS

EXTRACTO DE ETER DIETILICO RESIDUO SOLIDO
Se midié volumen y calculd Se peso y seco
concentracion |

EXTRAER CON 3 VECES EL PESO DEL
RESIDUO EN VOLUMEN CON ETANOL DE
700 POR MACERACION DURANTE

48 HORAS
FILTRAR
]

| |

RESIDUO SOLIDO EXTRACTO ALCOHOLICO DE 700

Se peso y secod Se midié volumen y calculd
| concentracion
SE EXTRAJO CON 3 VECES EL PESO DEL
RESIDUO EN VOLUMEN CON AGUA DESTILADA

POR MACERACION

|
FILTRAMOS
|
| |
RESIDUO SOLIDO EXTRACTO ACUOSO
Se pess y secd Se midio volumen y calculo concentracion

FIGURA 10. EXTRACCION SUCESIVA DE Physalis peruviana PARA LA APLICACION DE
TECNICAS DEL TAMIZAJE FITOQUIMICO.

EXTRACTO DE ETER DIETILICO

DIVIDIR EN FRACCIONES

SmL SmL 15mL (dividido en 3 SmL
ENSAYO DE ENSAYO DE porciones) ENSAYO DE
SUDAN BALJET ENSAYOS DE DRAGENDORFF LIEBERMANN-
(Aceites y (Lactonas y MAYER Y WAGNER BURCHARD
Grasas) Cumarinas) (Alcaloides) (Triterpenos -

Esteroides)

FIGURA 11. ESQUEMA DE REACCIONES A REALIZAR AL EXTRACTO DE ETER DIETILICO
DE Physalis peruviana.
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EXTRACTO ALCOHOLICO
AL 70°

DIVIDIR EN FRACCIONES

I | I |
1mL 2mL 2mlL 2mL
ENSAYO DE ENSAYO DE BALJET ENSAYO DE LIEBERMAN Y ENSAYO DE CLORURO
CATEQUINAS (Lactonas) BURCHARD FERRICO
(Triterpenos —-Esteroides) (Compuestos fenalicos y
taninos)
|
2mL I gta 2mL 2mL
ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE FEHLING ENSAYO DE ESPUMA
RESINAS HIDROXAMATO FERRICO (Azicares (Saponinas)
(Cumarinas) Reductores)
—
2mL 2mL 2mL 2mL 2mL
ENSAYO DE KEDDE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE
(Glucosidos NINHIDRINA BORNTRAGER SHINODA ANTOCIANIDINAS
Cardioténicos (Aminoacidos libres y (Quinonas) (Flavonoides)

aminas)

FIGURA No 12. ESQUEMA DE REACCIONES REALIZADAS AL
Physalis peuviana.

EXTRACTO ALCOHOLICO DE

EXTRACTO ACUOSO

DIVIDIR EN FRACCIONES

5 mL en 3 porciones 2 mL 2 mL I 0 II gotas
ENSAYO DE DRAGENDORFF, ENSAYO DE ENSAYO DE ENSAYO DE PRINCIPIOS
MAYER Y WAGNER SHINODA ESPUMA AMARGOS Y
(Alcaloides) (Flavonoides) (Saponinas) ASTRINGENTES
2mL 2mL 10mL
ENSAYO DE CLORURO FERRICO ENSAYO DE FEHLING ENSAYO DE MUCILAGOS
(Taninos) (Azucares Reductores)

FIGURA 13. ESQUEMA DE REACCIONES PARA EL EXTRACTO ACUOSO DE Physalis peruviana.
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ANEXO No 2. DISENO EXPERIMENTAL PARA EL ESTUDIO TOXICOLOGICO DE Physalis peruviana
EN Rattus norvegicus.

FOTOGRAFIA 13. DISECCION DE RATA ALBINA (Rattus
norvegicus)

FOTOGRAFIA 14. ESTUDIO ANATOMO E HISTOPATOLOGICO DE Rattus norvegicus.
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ANEXO No 3. DISENO EXPERIMENTAL PARA EL ESTUDIO FARMACOLOGICO De Physalis

peruviana EN Ratuss norvegicus.

FOTOGRAFIA No 15. PREPARACION DE DROGA Y SUSTANCIAS QUIMICAS;
AMBIENTACION Y DISTRIBUCION ALEATORIA DE
REACTIVOS BIOLOGICOS.

FOTOGRAFIA No 16. ADMINISTRACION DE FOTOGRAFIA No 17. TOMA DE MUESTRA Y

EXTRACTO, MEDICION DE
GLIBENCLAMIDA Y NIVELES DE
ALMIDON GLUCOSA EN

SANGRE.



