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CAPITULO I. INTRODUCCION

Planteamiento del problema

Las areas de la salud especializadas en el diagndstico y el tratamiento de enfermedades
cronicas que afecten a grandes poblaciones han intentado mejorar, en contextos institucionales, la
prevalencia y las vias de tratamiento de enfermedades tales como la Diabetes Mellitus mediante
la responsabilidad de prevenir factores de riesgo en la poblacion y el descubrimiento de nuevas
vias de tratamiento farmacologico y no farmacoldgico en personas de alto riesgo o de actual
padecimiento. Sin embargo, el incremento de padecimientos, complicaciones asociadas y muertes

por parte de la Diabetes mellitus continua de manera prevalente.

De este modo, todo el planteamiento y el desarrollo de este proyecto de investigacion se
fundamentan en una interrogante que justifica y da sentido a los planteamientos y la metodologia:
¢ Es realmente necesario mantener el desarrollo de nuevas vias de tratamiento farmacol6gico para

enfermedades con incidencia exacerbada en los seres humanos como lo es la Diabetes Mellitus?

La respuesta a esta pregunta podria parecer mas que obvia, debido a que, como seres
humanos trabajadores, siempre se debe tener un incentivo de ampliar nuestros conocimientos
hacia lo desconocido con el fin de realizar nuevos descubrimientos que conlleven a un aporte a la
humanidad. Sin embargo, hoy estas investigaciones han disminuido o, incluso, eliminado por
razones diversas entre las cuales se encuentran principalmente las dificultades que ofrece su

estudio.

Segln Jiménez (2013) en su articulo “El papel de los productos naturales en el mercado
farmacéutico actual” entre estas dificultades se encuentran: la forma tradicional de su estudio
(extraccion, actividad, aislamiento y caracterizacion estructural) muchas veces es lenta y
laboriosa, en muchos casos problemas relacionados con la propiedad intelectual, el hecho de que
muchos descubrimientos realizados en este campo por organismos publicos de investigacion no
sean protegidos por una patente dificulta, e incluso impide, su desarrollo por las industrias

farmaceéuticas (p. 134).

Sin embargo, aun asi, conociendo las dificultades que presenta este tipo de

investigaciones se debe continuar trabajando en los nuevos descubrimientos, debido a que las
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utilidades y beneficios que resultan son de mucho mayor impacto que los puntos débiles
destacados anteriormente. Jiménez, en su articulo, también menciona que los productos naturales
presentan una gran variedad de utilidades intrinsecas que pueden ser resumidas en los siguientes

puntos:

Suministra buenos compuestos cabeza de serie. En muchos casos, poseen los
requerimientos adecuados de efectividad y selectividad y tienen las necesarias propiedades

farmacocinéticas para originar un agente terapéutico util clinicamente.

La diversidad estructural quimica es uno de sus valores mas preciados. La aproximacion
basada en el uso de PNs bioactivos cumple las condiciones de diversidad estructural y actividad
biolégica necesarias para conseguir una quimioteca de calidad. Es necesario distinguir entre
biodiversidad, que estd mas relacionada con la diversidad bioldgica, y biodiversidad quimica, que
se refiere a que los distintos extractos naturales rindan productos naturales con estructuras

diferentes.

Son altamente evolucionados. Han sido modelados bajo la presion de la seleccién natural
especialmente con el fin de enlazarse con una elevada afinidad a proteinas y, por tanto,

representan puntos de partida con propiedades bioldgicas confirmadas.

Como no han sido biosintetizados para que interaccionen directamente con las proteinas
mas implicadas en las enfermedades humanas, muchas veces deben ser optimizados a partir de
sus estructuras, siempre y cuando se encuentre un acceso sintético factible, multiplicando asi su

potencial como prototipo de nuevos farmacos. (p.140).

Una vez establecida la importancia, las desventajas y los beneficios de desarrollar nuevas
alternativas de tratamiento farmacoldgico, a partir de productos naturales, se debe considerar en
qué area epidemioldgica se pretende sefializar el resultado del proyecto por realizar, lo cual es un
concepto que se debe observar con transparencia debido a que todas las personas o0 seres vivos
con algun tipo de padecimiento que afecte 0 comprometa su calidad de vida merecen recibir

atencion médica y farmacéutica con la finalidad de eliminar o controlar el factor afectante.

Sin embargo, de acuerdo con los reportes epidemioldgicos a nivel nacional y mundial se
debe tomar en cuenta la prioridad que existe hacia el tratamiento y abordaje de enfermedades que

afecten en gran medida a las poblaciones y que representen las principales causas de aumento de
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niveles de morbimortalidad poblacional en los sistemas de salud nacionales, como lo es la
Diabetes Mellitus.

En Costa Rica, la Caja Costarricense de Seguro Social establece en su publicacion “Guia
para la atencion de personas con Diabetes Mellitus tipo 2, Il Edicion.”, vigente desde el afio
2007; que el impacto de este padecimiento en materia de costo econdémico y social para el pais, el
individuo y su familia obliga al desarrollo de un proceso de mejoramiento continuo de la calidad
de la atencidn, ya que constituye la causa de estancia mas prolongada, la principal causa de
diélisis renal, amputaciones no traumaticas, ceguera, asi como la segunda causa de consulta de
personas en edad adulta. Es un factor de riesgo de enfermedad cardiovascular, que representa la

primera causa de muerte en el pais. (pp. 15-19)

A nivel mundial, la Organizacion Mundial de la Salud en su “Informe mundial sobre la
diabetes”, (OMS, 2016); reporta una carga mundial en la cual, segun las estimaciones, 422
millones de adultos en todo el mundo tenian diabetes en 2014, frente a los 108 millones de 1980.
La prevalencia mundial (normalizada por edades) de la diabetes casi se ha duplicado desde ese
afio, pues ha pasado del 4,7 % al 8,5 % en la poblacion adulta. Ello supone también un
incremento en los factores de riesgo conexos, como el sobrepeso o la obesidad.

En la dltima década, la prevalencia de la diabetes ha aumentado mas deprisa en los paises
de ingresos bajos y medianos que en los de ingresos altos. En 2012, la diabetes provoco 1,5
millones de muertes. Un nivel de glucosa en la sangre superior al deseable provoco otros 2,2
millones de muertes, al incrementar los riesgos de enfermedades cardiovasculares y de otro tipo.
Un 43 % de estos 3,7 millones de muertes ocurren en personas con menos de 70 afos. El
porcentaje de muertes atribuibles a una glucemia elevada o la diabetes en menores de 70 afios de
edad es superior en los paises de ingresos bajos y medianos que en los de ingresos altos. (parr. 2-
4)

No hay una solucion sencilla a la problemética de la diabetes, sin embargo, la poblacion y
los profesionales de la salud tienen la responsabilidad de educarse y tomar un papel en la
prevencion y tratamiento de esta enfermedad y sus complicaciones asociadas. Por ello, resulta
relevante la incorporacion de nuevas vias de tratamiento de la Diabetes Mellitus con el fin de
lograr una mejoria sustancial de la salud y una expectativa de vida normal en cuanto a calidad y

cantidad de afios de vida.
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En el area de la investigacion farmacoldgica, relacionada con la incorporacién de nuevos
tratamientos a partir de productos naturales, se ha utilizado en gran medida modelos animales
sencillos con el fin de evaluar su eficacia en el efecto terapéutico deseado, asi como condiciones
de administracion y reacciones adversas, por lo que en este estudio se debe tomar en cuenta la
siguiente interrogante. ¢(Cudl es la efectividad de utilizar un modelo animal para validar el

procedimiento de elaboracion de un producto natural hipoglicemiante a base de A. heterophyllus?

Hipotesis

La efectividad del extracto es muy significativa al utilizar un modelo animal para
establecer oficialmente el proceso de elaboracion de un producto natural a partir de A.

heterophyllus.

Objetivos

Objetivo General

Validar el procedimiento de extraccién de hojas maduras de A. heterophyllus para su

eficacia hipoglicemiante mediante un modelo animal apropiado.

Objetivos especificos

Establecer las condiciones especiales de un extracto de Artocarpus heterophyllus con
actividad antidiabética que resulte en un producto natural estable, como terapia farmacoldgica en

personas diabéticas y no diabéticas.

Describir la eficacia hipoglicemiante del extracto natural de Artocarpus heterophyllus al

ser evaluado en roedores de laboratorio.

Comparar los resultados del extracto obtenido contra la terapia de Glibenclamida para la

Diabetes mellitus.
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Justificacion

Se justifica este estudio como un aporte al tratamiento de una enfermedad cronica la cual
ha presentado una epidemiologia en crecimiento de manera exponencial en los ultimos afios,
segun la OMS en su “Informe mundial sobre la diabetes”, (OMS, 2016) el nimero de personas
con diabetes ha aumentado de 108 millones en 1980 a 422 millones en 2014. (parr. 2-4). Como
una estrategia alternativa a las distintas vias de tratamiento de mantenimiento de la Diabetes
Mellitus tipo 2, con el fin de brindar conocimientos detallados del producto natural a utilizar, sus
propiedades y su uso en el tratamiento y prevencién de patologias que afectan a las poblaciones

de manera universal.

Por lo mencionado anteriormente, se tiene como principal proposito de estudio la
planeacion y la elaboracion de nuevas vias de tratamiento farmacoldgico en la Diabetes Mellitus
tipo 2. En concreto, el estudio que se presenta a continuacion se acoge de las distintas
oportunidades de descubrir nuevas sustancias Utiles para los seres humanos y seres vivos que le
rodean a partir de los productos naturales disponibles en la naturaleza. Se establece asi una
propuesta de tratamiento alternativo a la terapia convencional que reciben los pacientes con

Diabetes Mellitus tipo 2 y/o personas con cuadros asociados a hipoglicemia y prediabetes.

Tomando en cuenta la metodologia por utilizar, la investigacion pretende revelar
condiciones de uso, seguridad y administracién de los productos naturales a analizar, lo cual es
fundamental farmacol6gicamente con el fin de evitar problemas relacionados con medicamentos
a la hora de ser administrados y durante su permanencia en el organismo, los cuales son una de
las razones que distancian al paciente del uso racional de medicamentos, y como consecuencia
causante de terapias farmacoldgicas poco efectivas o nulas o, por el lado contrario, agravantes de
la situacién, por lo que se garantizaria un efecto terapéutico optimo en el paciente a la hora de

utilizar el producto a investigar.

En la Diabetes, una falta de adherencia farmacologica puede conllevar a una acelerada
aparicion de complicaciones asociadas a este padecimiento, por lo que se abordaria esta
problematica en personas que por diversas razones no consumen el tratamiento completo para su

patologia.
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Este estudio se impulsa de la importancia que tiene la aproximaciéon de compuestos de
origen natural, de mundo marino, de microorganismos, de aprovechamiento de la
Etnofarmacologia y de la mejora de farmacos existentes en la bldsqueda y obtencidn de nuevas
sustancias farmacoldgicas; siendo esta una estrategia viable en efectividad y mayor simplicidad
en comparacion a métodos alternativos como los son la sintesis quimica, aproximaciones
racionales, cribado sistémico y la Biotecnologia; otorgando el descubrimiento de sustancias de las
cuales el ser humano ha tenido a disposicion gracias a la naturaleza, con la Unica necesidad de ser
descubiertas debido al esfuerzo del ser humano, en la busqueda de mejorar la calidad de vida y

brindar salud a las personas y los seres vivos con los que convivimos.

Esta investigacion se encuentra orientada directamente a la problematica actual sefialada a
la Diabetes mellitus a nivel nacional, siendo esta uno de los factores de riesgo directos a
problemas cardiovasculares los cuales son la segunda causa de muerte de impacto en el pais y la
tercera a nivel internacional, causando complicaciones severas y en muchos casos, la muerte. El
estudio también pretende incentivar a la poblacion a tomar responsabilidad en la prevencion de la
Diabetes mellitus, informandose sobre factores de riesgo de la enfermedad y estados de alerta;
debido a que la educacion y el compromiso responsable a un estilo de vida saludable es la Unica

manera de obtener una disminucion notable en la incidencia de esta enfermedad.

Proyeccion

Como proyeccion se pretende realizar una publicacion modelo en formato de articulo
cientifico en el cual se evidencie los resultados obtenidos en esta investigacion, a manera de
brindar la informacion necesaria para la preparacion, uso y caracteristicas del producto natural a
investigar y para instruir a futuros investigadores que les sea (til la informacion que se desea

describir con este proyecto.
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Antecedentes

Jagtap y Bapat. (2010). En una revision del género Artocarpus “Artocarpus: A review of
its traditional uses, phytochemistry and pharmacology” (Artocarpus: Una revision de sus usos
tradicionales, fitoquimica y farmacologia) llevado a cabo por el Departamento de Biotecnologia
de la Universidad de Shivaji, India, se brind6 informacion exhaustiva de la accion farmacoldgica
que posee el género Artocarpus (Moraceae), el cual comprende aproximadamente 50 especies de
arboles de hoja perenne y caducifolios, presenta una cercana relacion entre las fuentes
tradicionales y modernas para usos etnofarmacolégicos en el tratamiento de la inflamacion, la

fiebre producida por malaria, diarrea, diabetes y la infeccion por Taenia.

También sefialan que los extractos poseen gran variedad de compuestos fendlicos entre
los cuales se destacan flavonoides, estilbenoides, arylbenzofuranos y una lectina vegetal llamada
jacalina. Los extractos y metabolitos de Artocarpus se obtienen principalmente los de las hojas,
corteza, tallos y frutos. Esto nos indica que gracias a la variedad de compuestos que posee esta

especie, esta puede ser utilizada con una gran variedad de fines farmacoldgicos.

El-Beshbishy et al. (2011). En su ensayo ‘“Antioxidant Activity of Artocarpus
heterophyllus Lam. (Jack Fruit) Leaf Extracts: Remarkable Attenuations of Hyperglycemia and
Hyperlipidemia in Streptozotocin-Diabetic Rats” (Actividad antioxidante del extracto de hojas de
Artocarpus Heterophyllus: Atenuaciones notables de hiperglicemia e hiperlipidemia en ratas con
diabetes inducida por Streptozotocina), prepararon un extracto etanélico de hojas de jackfruit, el
cual posteriormente fue sometido a estudios fitoquimicos, los cuales revelaron la presencia de
metabolitos secundarios tales como carbohidratos, glucdsidos, esteroles, taninos y flavonoides,
sin embargo, no reportaron la presencia de compuestos saponinas. También se reportd que por el
método de maceracion en etanol al 70%, el extracto al ser liofilizado posee un rendimiento del
9,85% wi/w una vez liofilizado. Posteriormente a esto se reconstituyd el extracto en distintos

solventes organicos y se evaluo su capacidad antioxidante, hipoglicemiante e hipolipidemica.

Lo reportado en el ensayo anterior expone de manera efectiva la fitoquimica presente en
las hojas de A. heterophyllus y en el extracto etanolico de las mismas, lo cual orienta esta

investigacion en los posibles compuestos metabolitos secundarios responsables de la accidn
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farmacoldgica natural que se busca demostrar, asi mismo facilita la seleccion de pruebas de

identificacion para cuantificar la presencia de estos mismos compuestos.

Fernando, Thabrew y Karunanayake. (1989) en el analisis realizado “Hypoglycaemic
activity in some medicinal plants in Sri-Lanka” (Actividad hipoglicemiante en algunas plantas
medicinales en Sri-Lanka) en la Universidad de Ruhuna, Sri-Lanka. Se llevdé a cabo una
comparacion en la actividad hipoglicemiante de las plantas medicinales Obseckia octandra,
Artocarpus heterophyllus y Bambusa vugaris, en el cual se destaco que el tratamiento con
extracto de Artocarpus heterophyllus demostré una accion maxima hipoglicemiante a partir de
las 5 horas en delante de haberse administrado el extracto, por lo que se concluye que este
extracto se puede utilizar como tratamiento farmacologico de mantenimiento estable de bajos

niveles de glucosa en sangre.

Paralelamente en este mismo estudio se llevd a cabo una comparacién de potencia
hipoglicemiante de las plantas medicinales utilizadas contra la Tolbutamida, una sulfonilurea
utilizada en el tratamiento de la Diabetes Mellitus tipo 2; obteniéndose como resultado que O.
octandra y B. vulgaris poseen un efecto similar en potencia hipoglicemiante a la tolbutamida; sin
embargo, el extracto de A. heterophyllus demostrd una potencia aun mayor a la de la tolbutamida
en capacidad hipoglicemiante. Este estudio revela que la utilizacion de un extracto de Artocarpus

heterophyllus es eficaz en mantenimiento de niveles estables de glucosa en sangre.

Chakrewarthy, Thabrew, Weerasuriya y Jayasekera (2010). En un estudio preliminar
clinico, “Evaluation of the hypoglycemic and hypolipidemic effects of an ethylacetate fraction of
Artocarpus heterophyllus (jak) leaves in streptozotocin-induced diabetic rats” (Evaluacion de los
efectos hipoglicemiantes e hipolipidemicos de una fraccion de extracto etilacetato de hojas de
Artocarpus heterophyllus en ratas con diabetes inducida por estreptozotocina), en la Universidad
de Kelaniya, Sri-Lanka, en el cual se utilizd extracto acuoso de hojas maduras de Artocarpus
heterophyllus en un modelo de ratas con diabetes inducida por estreptozotocina, demostrd
mediante los porcentajes de reduccion de glucosa sérica, colesterol total y niveles de triglicéridos
séricos, que el extracto de A. heterophyllus posee uno o mas principios hipoglicemicos e
hipolipidemicos los cuales tienen el potencial de ser desarrollados oficialmente para el

tratamiento de diabetes especificamente asociada a un estado hiperlipidemico. Por lo mencionado
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anteriormente se evidencia que el uso de un modelo animal es eficiente para determinar la

actividad hipoglicemiante de A. heterophyllus.

Kotowaroo, Mahomoodally, Gurib-Fakim y Subratty. (2006). En un estudio realizado in
vitro, “Screening of traditional antidiabetic medicinal plants of mauritius for possible a-amylase
inhibitory effects in vitro” (Cribado de plantas antidiabéticas tradicionales de Mauritius con
posible efecto inhibidor de a-amilasa in vitro), en Mauritius, en el cual se llevé a cabo un cribado
de 7 especies de plantas medicinales de procedencia indigena en las cuales se analizo la
capacidad antidiabética mediante la accion sobre la enzima o-amilasa, demostré que entre las
especies estudiadas A. heterophyllus fue la que demostré una inhibicion mas significativa sobre la
enzima o-amilasa y para comprobarlo se realizé un ensayo bioguimico en plasma de ratas in vitro
el cual respald6 la accion hipoglicemiante de A. heterophyllus principalmente reduciendo los
picos de glucosa post-prandial. Se destaca que el mecanismo de accion del extracto de estudio

esta orientado en la accion sobre la enzima a-amilasa.

Ariyananda, Fernando, Karunanayake y Thabrew. (1990). Llevaron a cabo una
investigacion, “Effect of artocarpus heterophyllus and asteracanthus longifolia on glucose
tolerance in normal human subjects and in maturity-onset diabetic patients” (Efecto de
Artocarpus heterophyllus y Asteracanthus longifolia sobre la tolerancia de glucosa en seres
humanos sanos y pacientes diabéticos de edad avanzada). En la cual se evalud el efecto de un
extracto en agua caliente de hojas de Artocarpus heterophyllus y Asteracanthus longifolia; en la
tolerancia a la glucosa en sujetos humanos sanos y sujetos diabéticos de edad avanzada. Los
extractos de ambas plantas mejoraron significativamente la tolerancia a la glucosa en los sujetos
sanos y diabéticos en dosis orales de 20g/kg de peso corporal. Este estudio nos revela que, aparte
de los estudios ya llevados a cabo exitosamente en animales como ratones y ratas de laboratorio;
ya ha sido evaluado de manera positiva el efecto de esta planta sobre seres humanos diabéticos y

no diabéticos.

A nivel nacional Herrera et al. (2010) en su investigacion llevada a cabo en el Laboratorio
de Ensayos Biologicos de la Universidad de Costa Rica “Hypoglycemic and antihyperglycemic
effect of Witheringia solanacea in normal and alloxan-induced hyperglycemic rats” (Efecto
hipoglicemiante y antihiperglicemiante de la Witheringia solanaceae en ratas normales y con

hiperglicemia inducida por aloxano), un modelo animal en el cual se utilizaron ratas macho de la
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cepa Sprague-Dawley, a las cuales se les administr una carga de glucosa antes de administrar el
extracto de la planta en investigacion y se realizaron tomas de glucosa a los 30, 60, 90 y 120

minutos posteriores a la administracion del extracto.

De esta metodologia planteada deriva la metodologia a utilizar en este proyecto de
investigacion, la cual posee la misma estructura de manejo de animales previo a la administracion
del extracto, control positivo y negativo, tiempos de toma de niveles glicémicos y vias de
administracion de los diferentes tratamientos utilizados. Sin embargo, difiere en la cepa de
animales utilizada, el peso promedio de los animales y la sustancia utilizada para inducir el
estado hiperglicémico en los animales de prueba, lo cual se debe al mecanismo de accion que en

pocas ocasiones se ha reportado para el extracto de A. heterophyllus.
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CAPITULO Il. MARCO TEORICO

Diabetes Mellitus

Aspectos generales

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad cronica que aparece cuando las células del
pancreas no producen insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina
que produce. La DM es un padecimiento conocido desde hace siglos; sin embargo, al final del
milenio pasado, el conocimiento de su etiologia, historia natural y epidemiologia estaba aln
incompleto (Altamirano, 2001, pp. 35-37).

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA) divide en tres los tipos de DM. La diabetes
mellitus tipo 1 (DM1) es también llamada insulinodependiente, juvenil o de inicio en la infancia.
Por lo general, es diagnosticada en nifios, adolescentes o adultos jovenes; puede ser esta
heredable y se caracteriza por una produccion deficiente de insulina por las células B-pancreaticas

(National Institutes of Health, 2009, pp. 10-1)

Segun Chen, Magliano y Zimmet (2011) la Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), también
Ilamada no insulinodependiente o de inicio en la edad adulta, se debe a una utilizacion ineficaz de
la insulina. Este tipo representa 90 % de los casos mundiales y se debe, en gran medida, a un peso
corporal excesivo y a la inactividad fisica. Por Gltimo, la diabetes gestacional, la cual es un estado

hiperglucémico que aparece o se detecta por vez primera durante el embarazo. (pp. 228-236)

Aguilar, Corona, Barquera, Rojas y Villalpando (2012) indican que el rapido incremento
en la prevalencia de DM en el mundo ha demostrado la importancia que el estilo de vida tiene
para el desarrollo de la enfermedad. En solo tres décadas, los estudios epidemioldgicos han
tenido un gran impacto en la investigacion, diagnostico, atencidn y prevencion de la diabetes. La
epidemiologia de la diabetes ha hecho importantes aportaciones, ademas del analisis sobre la
frecuencia y distribucion del padecimiento.

Altamirano (2001) explica que la frecuencia de diabetes ha aumentado dramaticamente en
los ultimos 40 afios, sin considerar que tanto en los paises desarrollados como en los

subdesarrollados existe un subregistro. En el 2012, aproximadamente, 350 millones de personas
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en todo el mundo padecian algin tipo de DM. Se ha estimado que la esperanza de vida de
individuos con diabetes se reduce hasta entre 5 y 10 afios, y los pacientes con diabetes tienen un

riesgo de mortalidad dos veces mayor que las personas sin diabetes. (pp. 35-37).

Mecanismo de liberacion y accién de la insulina

La liberacion de insulina es un proceso indispensable en la homeostasis del cuerpo como
respuesta al aporte energético del consumo de alimentos. Su liberacion es inducida,
principalmente, en respuesta al incremento de glucemia; pero, al mismo tiempo, es regulada por
diversas sustancias (nutrimentos, hormonas gastrointestinales, hormonas pancreaticas,
neurotransmisores del sistema nervioso autdbnomo, entre otras). La glucosa, los aminoécidos, los
acidos grasos y los cuerpos cetonicos favorecen la secrecion de insulina, al igual que la
activacion del receptor B2-adrenérgico y la estimulacion del nervio vago, mientras que los

receptores a.2-adrenérgicos inhiben la liberacion de insulina. (Doyle y Egan, 2003, pp.105-131).

La despolarizacion de la célula  provoca la liberacion de insulina; el proceso inicia con
el aumento de la concentracion plasmatica de carbohidratos: la fructosa y la glucosa ingresan en
la célula P a través del transporte facilitado mediado por el transportador de glucosa 2 (GLUT2).
El GLUT2 es un transportador de glucosa con baja afinidad, se expresa en el higado, rifién,
células B del pancreas y en la membrana basolateral de las células epiteliales del intestino

delgado. (Binder et al, 2011, pp. 7-12).

El GLUT2 participa en la regulacion de la secrecion de insulina: solo permite el
transporte de glucosa cuando la concentracion plasmatica alcanza el umbral de afinidad como
sustrato de GLUT2 (>70mg/dl), y en respuesta conduce a la liberacién de la cantidad requerida
de insulina para mantener la concentracién de glucosa. Después de la ingesta de alimento, el
higado, por su parte, es capaz de incorporar la glucosa a través del GLUT2 para convertirla
rapidamente en glucégeno (polimero de carbohidratos como almacén (Acosta et al, 2007, pp. 76-
86).

De forma inversa, durante el periodo posprandial tardio (periodo comprendido entre 6 y 8

horas de ayuno), el glucégeno sufre degradacién para generar moléculas de glucosa, que salen de
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la célula hepatica a la circulacion sistémica. Se preserva, de esta manera, la glucemia en valores
fisiologicos; por lo anterior, el GLUT2 es un transportador bidireccional que puede transportar
glucosa desde la sangre al tejido o desde el tejido hacia la sangre, segun se requiera. El GLUT2
tiene, también, la capacidad de transportar fructosa, por la presencia de un segmento existente en
GLUTS5 (transportador de fructosa clasico) y sustituye el presente en GLUT de alta afinidad por
la glucosa, como el GLUTL. EI GLUT5 es un transportador especifico para fructosa que se
expresa fundamentalmente en las células del ribete en cepillo del intestino delgado, donde
modula la absorcion de fructosa desde el lumen a la célula epitelial intestinal y no reconoce a la
glucosa (Wright, Loo y Hirayama, 2011, pp. 733-794).

Tras el ingreso de la glucosa (o fructosa) al interior de la célula p mediante el GLUT2, el
carbohidrato es fosforilado (glucosa-6-fosfato, G- 6-P) por la glucocinasa; este proceso determina
la velocidad de glucélisis y de los subsecuentes procesos oxidativos que culminan con el
incremento en la relacion ATP/ADP del citosol. Finalmente, la despolarizacion de la célula
ocurre por causa del cierre de los canales de K+ sensibles a ATP (KATP). Se incrementa el
potencial de membrana hasta alcanzar la apertura de canales de Ca2+ dependientes de voltaje tipo
L. La entrada de Ca2+ citos6lico induce la fusién de la vesicula exocitica que contiene insulina
con la membrana plasmaética. (Doyle et al., 2003, pp. 105-131).

El canal K-ATP es un octdmero compuesto de cuatro subunidades Kir 6.2 y cuatro SUR1;
ambos tipos de subunidades tienen dominios de union a nucleétidos. La subunidad Kir 6.2 se
encarga de la respuesta inhibidora inducida por la unién con ATP. La subunidad SURL tiene
sitios de union para el ADP vy el diazoxido (que favorecen la apertura del conducto), asi como
para las sulfonilureas y meglitinida (ambas inhiben la apertura conducto); por lo tanto, algunas
mutaciones en las subunidades alteran la liberacion de insulina. Las proteinas cinasa C y A (PKC
y PKA, respectivamente) participan en la fosforilacion de proteinas que promueven la exocitosis
de insulina; ademas, pueden fosforilar al canal K-ATP, facilitando su cierre. (Doyle et al., 2003,
pp. 105-131).
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Fisiopatologia de la Diabetes Mellitus tipo 2

Las causas que desencadenan la diabetes tipo 2 se desconocen en el 70-85 % de los
pacientes; al parecer, influyen diversos factores como la herencia poligénica (en la que participa
un ndmero indeterminado de genes), junto con factores de riesgo que incluyen la obesidad,
dislipidemia, hipertension arterial, historia familiar de diabetes, dieta rica en carbohidratos,
factores hormonales y una vida sedentaria. Los pacientes presentan niveles elevados de glucosa y
resistencia a la accion de la insulina en los tejidos periféricos (Madrigal y Guzman, 2003, pp.14-
23).

Del 80 al 90 % de las personas tienen células  sanas con capacidad de adaptarse a altas
demandas de insulina (obesidad, embarazo y cortisol) mediante el incremento en su funcion
secretora y en la masa celular. Sin embargo, en el 10 al 20 % de las personas se presenta una
deficiencia de las células B en adaptarse, lo cual produce un agotamiento celular, con reduccion

en la liberacion y almacenamiento de insulina (Maedler, 2008, pp.408-420).

La diabetes tipo 2 se asocia con una falta de adaptacion al incremento en la demanda de
insulina, ademas de pérdida de la masa celular por la glucotoxicidad. Sin embargo, el receptor a
insulina presenta alteraciones en su funcion. Cuando la insulina se une a su receptor en células
del musculo, inicia las vias de sefializacion complejas que permiten la translocacién del
transportador GLUT4 localizado en vesiculas hacia la membrana plasmatica, para llevar a cabo
su funcion de transportar la glucosa de la sangre al interior de la célula. La sefializacion del
receptor termina cuando es fosforilado en los residuos de serina/treonina en la region intracelular
para su desensibilizacion, y finalmente esto permite la internalizacion del receptor. (Campanile et
al, 2009, pp.407-415)

Muerte de células p-pancreaticas en Diabetes Mellitus tipo 2

La mayoria de los trigliceridos del cuerpo se encuentran en el tejido adiposo (>95 %) y la
lipolisis determina el suministro de acidos grasos sistémicos; la insulina y las catecolaminas son

los principales reguladores de este proceso. La insulina tiene un efecto antilipolitico y durante la
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diabetes se pierde, incrementa la lip6lisis e induce hipertrigliceridemia mediante la produccion de
lipoproteina de muy baja densidad (VLDL), proceso que contribuye a la aterogénesis. (Coppack,
Jensen y Miles, 1994, pp. 177-193).

Las cadenas largas de &acidos grasos en el plasma normalmente son reguladas por la
insulina y durante la resistencia a la insulina, incrementan y producen toxicidad de células
(lipotoxicidad), que junto con la toxicidad de la glucosa dan el fendmeno diabético
(glucolipotoxicidad) (Maedler, 2008, pp.408-420).

El tejido adiposo tiene la capacidad de liberar diversas proteinas diabetogénicas como el
TNF, la IL-6, leptina, adipocitocinas, resistina y acidos grasos libres, los cuales incrementan en la
obesidad y pueden afectar a las células B, mientras que la adiponectina disminuye. La leptina es
una hormona sintetizada en el tejido adiposo; actta en el centro de saciedad localizado en el
hipotdlamo, donde disminuye el apetito al inducir la sensacion de saciedad; durante la obesidad,
el receptor para leptina en el sistema nervioso se desensibiliza, lo cual evita la saciedad y

favorece el incremento gradual en la ingesta de alimento (Horvath y Varela, 2012).

Mientras tanto, en el pancreas, la leptina puede inducir apoptosis en las células B, porque
inhibe la biosintesis de insulina, incrementa reacciones inflamatorias y produce estrés oxidativo.
Durante la diabetes autoinmune, la administracién de leptina acelera el proceso diabetogénico,
fendmeno que relaciona a la obesidad con la diabetes. La resistina produce aumento de citocinas
como la IL-6 y TNF al activar el NF«B, mientras que la adiponectina es antiinflamatoria por
supresion de fosforilacion de IkB y, por lo tanto, inactivacion de NFxB. En general, la pérdida en
el equilibrio en la concentracion local y sistémica de citocinas deletéreas y protectoras de la

funcion de las células f culmina con la muerte celular (Wang, Guan y Yang, 2010, parr.2-5).

La lipolisis es el proceso en el que los triglicéridos son hidrolizados a mono y diglicéridos
intermedios hasta acidos grasos y glicerol mediante la activacion de la lipasa sensible a hormona
(HSL). La insulina estimula la lipasa de lipoproteina (LPL), que se encarga de fraccionar en
particulas a las lipoproteinas unidas a triglicéridos para que, de esta manera, puedan incorporarse
al tejido adiposo. (Coppack et al, 1994, pp. 177-193).

Algunos &cidos grasos libres y lipoproteinas son proapoptoticos para la célula ; otros son

protectores, de tal manera que la exposicion prolongada, por ejemplo, de palmitato, parece ser



34

altamente toxica, mientras que el acido graso monosaturado, como el oleato, protege a la célula 3

de apoptosis inducida por el palmitato y la glucosa (Ehses et al., 2005, pp. S108-S113).

Las terapias modernas, que se encuentran en investigacion, consideran el uso de células
troncales o precursoras pancreaticas que puedan reprogramarse para la generacion de células B
funcionales con la capacidad de integrarse en el pancreas como una estrategia terapéutica en
diabetes (Soejitno y Prayudi, 2011, pp.197-210).

Productos naturales

Aspectos generales

En los Gltimos 150 afios, los quimicos y los farmaco6logos se han dedicado a aislar y
determinar las acciones de los componentes activos de las plantas en un intento por producir
nuevos farmacos. Los ejemplos incluyen farmacos como digoxina, reserpina y morfina, entre
otros, obtenidos a partir de Digitalis purpurea L., Rauvolfia serpentina y Papaver somniferum L,
respectivamente. Han sido de gran utilidad en la farmacologia terapéutica y en el desarrollo de
nuevos farmacos derivados (Burton Goldberg Group, 1994, pp.253-271).

Hasta fechas relativamente recientes, en las que los productos naturales, principalmente,
aquellos de origen vegetal han sido el Unico recurso farmacolégico y asi mismo han demostrado
ser un excelente recurso para la humanidad en su misién de combatir la enfermedad de manera
exitosa (Navarro, 2014, p. 42).

Sin embargo, hasta avanzado el siglo X1X, época en la que la Quimica Orgéanica afiade los
procesos de sintesis quimica, hubo un impacto inmediato en la utilizacién de los remedios que
ofertaba la naturaleza, lo cual se traduce principalmente en un descenso notable en los esfuerzos
dedicados a la investigacion de productos naturales aplicados a la farmacologia (Navarro, 2014,
p. 42).
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En la actualidad no existe duda sobre la importancia de las plantas y a pesar del desarrollo
alcanzado por la sintesis quimica, estas constituyen un arsenal de sustancias bioldgicamente
activas, lo cual ha sido respaldado por la enorme cantidad de alternativas terapéuticas obtenidas
gracias a las derivaciones de farmacos a partir de plantas y extractos naturales que se han
realizado a lo largo de la historia y que se contintan realizando hoy en dia. (Bautista, Stubing y
Vanaclocha, 1995, pp. 368-370)

Esta afirmacidn hace, en ocasiones, que los seguidores de esta practica la recomienden
como segura e inocua. Sin embargo, el uso de las plantas medicinales en la terapéutica requiere,
al igual que los productos sintéticos, de profundas investigaciones que no se limitan al campo de
la experimentacion, porque una vez que se comercializan deben seguir siendo observados

mediante estudios de farmacovigilancia (Avila et al., 2009, p. 3)

La medicina natural tiene mucho que ofrecer, sobre todo cuando se usa para inducir la
curacion de problemas crénicos continuos. A través de su utilizacion adecuada, se puede lograr
una profunda transformacion de la salud, con un menor peligro derivado de los efectos colaterales
inherentes a los medicamentos farmacolégicos. Sin embargo, la creencia generalizada de que este
tipo de producto actia lenta y levemente no es del todo cierto. Pueden presentarse efectos
adversos si se eligen dosis inadecuadas o si se receta al paciente una planta medicinal equivocada
(Avila et al., 2009, p. 3).

La toxicidad de los farmacos convencionales derivados de plantas es muy compleja y, con
frecuencia, valorada dificilmente por la cantidad de factores que intervienen en su produccion,
modo de aparicion, duracién y gravedad de las reacciones adversas. En efecto, estas pueden:
Aparecer inmediatamente después de iniciado el tratamiento, a lo largo de la administracién o
después de suspendida la medicacion, ser muy frecuentes o poco frecuentes, ser evitadas
mediante un ajuste fino de la dosis o ser inseparables de la accion terapéutica, ser expresion de
una dosis terapéutica o aparecer solo con dosis supraterapéuticas, por sobredosificacién y ser

triviales, graves o incluso mortales (Flores y de Cos, 1998, p.59).

Aun asi, durante las Gltimas décadas la cantidad de personas que utilizan alternativas
farmacologicas provenientes de productos naturales es bastante elevada. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) estimd, en 1985, que aproximadamente el 65 % de la poblacion del

mundo confiaba predominantemente en medicamentos tradicionales derivados de plantas para la
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atencion primaria de salud, mientras que los productos vegetales también desempefian un papel
importante, pero més indirecto en los sistemas de salud de las poblaciones restantes que residen
principalmente en paises desarrollados (Farnsworth, Akerele, Bingel, Soejarto y Guo, 1985, pp.
965-981).

Proceso de elaboracion de productos naturales

De acuerdo con Bisset (1994), p. 130, la obtencion de las drogas vegetales se realiza a
partir de las plantas medicinales, proceso que consiste en una serie de pasos que se adaptan de
acuerdo a las necesidades y caracteristicas de la droga por elaborar. Entre ellas se encuentran:

Obtencion y preparacion de la muestra vegetal

Las muestras de materia vegetal se recolectan en la época elegida, antes, durante o tras la
floracion. Se obtiene una muestra completa, de hojas, flores y tallos, y raices en caso de que

interese estudiar algun principio activo contenido en ellas. (Bisset, 1994, p. 130)

Por lo general, se dejan secar al aire hasta que haya ausencia de liquidos, y se separan
hojas, tallos y flores, para pesar cada una de las fracciones vegetales que se necesiten. En caso de
ser necesario, las plantas se pueden trituran con un molinillo, lo cual se puede realizar con una

molienda pequefia (Bisset, 1994, p. 130).

Métodos de extraccion

Para llevar a cabo la extraccion de aceites esenciales, existe una serie de métodos entre los
cuales se encuentran principalmente la destilacion la cual consiste en la separacion de los
componentes de una muestra en funcion de la diferencia de presion de vapor y punto de
ebullicion. En este caso, cuando se destila a presion atmosfeérica, se esta aplicando una presion de
760mmHg. Un descenso de presidn disminuye igualmente el punto de ebullicion, mientras que

un incremento de presion lo eleva (Bisset, 1994, p. 130).



37

Asi mismo, se encuentra la hidrodifusion, proceso que se basa en la osmosis debido a que
el vapor en la destilacion no suele penetrar las membranas, solo una pequefia parte de los aceites
estd presente en la superficie de las plantas, disponible para la vaporizacion. El resto de los
aceites llega a la superficie por difusion a través de los tejidos de la planta, ya sea libre o por

6smosis a través de membranas permeables a uno o todos los componentes (Bisset, 1994, p. 130).

En el caso de la preparacion de extractos vegetales se indica que, entre los procesos
extractivos de los diferentes componentes fitoquimico, aceites esenciales, entre otros, destacan
las ultimas tecnologias de extraccion entre las que se encuentra la extraccion en fluidos
supercriticos. Sin embargo, todavia se utilizan otros procesos extractivos mas convencionales,
como los de arrastre de vapor, los de extraccion por solucion y los de extraccion por
centrifugacion (Bisset, 1994, p. 130).

Liofilizacion de extractos naturales

La liofilizacion corresponde a un proceso que consiste en desecar un producto
previamente congelado. Se logra la sublimacion del hielo bajo vacio. Por lo tanto, el paso directo
del hielo (solido) a gas (vapor), sin que en ningun momento aparezca el solvente en su estado
liquido. Por lo general, se obtiene una masa seca, esponjosa de mas o menos el mismo tamafio
que la masa congelada original, mejorando su estabilidad y siendo facilmente redisuelta en agua
(Alfaro, 1998, parr. 8-15).

Segun Alfaro (1998), este proceso se realiza a temperaturas inferiores a la de
solidificacion total, o sea, el producto debe estar congelado a temperaturas entre 10 y 15 °C por
debajo de su temperatura eutéctica para evitar la formacion de codgulos de solvente, las etapas de
la liofilizacion consisten en (pérr. 8-15):

La etapa de congelacion del producto es una operacion previa y obligatoria. El tiempo de
duracion va a depender de factores como la cantidad, la concentracion y la naturaleza propia del
producto. En lineas generales se establece que una congelacion adecuada es la base de que el
producto liofilizado presente Gptimas condiciones de aspectos, conservacion de sus propiedades

originales y rapida rehidratacion (Alfaro, 1998, parr. 8-15).
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La fase de sublimacion es la etapa en la que la mayor parte del solvente libre pasa a
estado gaseoso. Los parametros de temperatura, presion y tiempo pueden ser modificados
independientemente, pero estan intimamente relacionados, no es posible modificar, sin que se
afecten los otros, por lo que en todo momento deben ser considerados conjuntamente y

analizados sus efectos (Alfaro, 1998, parr. 8-15).

Principales compuestos farmacoldgicos naturales

Los compuestos farmacoldgicos, que poseen los distintos componentes naturales de
procedencia vegetal, constituyen una variabilidad inmensa de moléculas de las cuales se han
derivado una gran cantidad de farmacos, en un estudio de compuestos puros derivados de plantas
Ilevado a cabo en paises que disponen de Centros Médicos Tradicionales-OMS, indicé que de
122 compuestos identificados, el 80 % era utilizado para el mismo propdsito o cercanamente
relacionado en la etnofarmacologia y que estos compuestos eran derivados de solamente 94

especies de plantas (Farnsworth et al., 1985, pp. 965-981).

Como ejemplar de compuestos derivados de estas especies se encuentran, principalmente,
moléculas tales como la Kelina, proveniente de Amni visagna, la cual se utiliz6 en el desarrollo
de la Cromolina en la forma de Sodio Cromoglicato utilizado como broncodilatador; asi mismo,
la Galegina proveniente de Galega officinalis, la cual fue molécula modelo para la sintesis de la
Metformina y otras biguanidas en el tratamiento de la Diabetes Mellitus y la Papaverina
proveniente de Papaver somniferum, que constituyd una base en el desarrollo del Verapamilo

como tratamiento de la hipertension arterial (Fabricant y Farnsworth, 2001, pp 69-75).



Figura 1. Drogas basadas en moléculas de medicina tradicional.
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El principal autor responsable de la publicacién en la cual se basoé el siguiente apartado

corresponde a lkan, 1991, pp. 70-226, a menos de que se indique lo contrario en el parrafo

correspondiente.
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Acetogeninas y derivados fenolicos

Los compuestos quimicos correspondientes a acetogeninas difieren significativamente en
sus propiedades quimicas, pero son similares en la caracteristica de que la mayoria poseen un
anillo aromético que contiene sustituyentes de grupo funcional hidroxilo. Muchos de estos
compuestos poseen gran diversidad de propiedades fisiologicas y la mayoria provienen de una

biosintesis a partir de varias moléculas de acetato.

Los fenoles simples son raros de encontrar y se encuentran en forma de heterdsidos. Los
acidos fenolicos se pueden encontrar libres o unidos a azucares (heterosidos). Pueden formar

ésteres al unirse tanto con el acido quinico como con otro acido fendlico.

Entre este grupo, también, destacan principalmente los flavonoides, los cuales son
compuestos de los cuales derivan grupos importantes tales como las flavononas y las flavonas;
ademas, se encuentran los lipidos, los cuales se clasifican en tres grupos; grasas y aceites, ceras y
fosfolipidos, y se pueden encontrar en todas las partes de tejido animal y vegetal; se facilita, asi,

en gran manera, su obtencion a partir de extracciones naturales.

Asi mismo, se hallan los taninos en este grupo los cuales poseen un amplio grupo de
compuestos hidrosolubles con estructura polifendlica, poseen solubilidad en agua, con pesos
moleculares entre 500-3000, que, aparte de dar las reacciones fendlicas usuales, tienen la

habilidad de reaccionar y precipitar con alcaloides, gelatinas y otras proteinas.

Del mismo modo se encuentran los lignanos, los cuales son muy abundantes en la
naturaleza debido a su rol clave en la formacion de un metabolito llamado lignina. Es un
constituyente fundamental en la formacion de tejidos vegetales rigidos como la madera; asi
mismo, se destacan las quinonas, las cuales forman un vasto grupo de pigmentos naturales, se
encuentran principalmente en plantas. También, se han aislado quinonas provenientes de
microorganismos, insectos y animales marinos, las quinonas forman un papel esencial en los
procesos fisiologicos de oxidacion y reduccion, asi como se ha probado que algunos poseen

propiedades antibidticas.

Los floroglucinoles son compuestos que, igualmente, corresponden a esta categoria y de

los cuales se puede decir que muchos productos naturales contienen el nacleo floroglucinol en su
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estructura quimica, el cual puede ser formado por biosintesis a partir de tres moléculas de acetato,
las plantas que contienen compuestos quimicos poseyendo floroglucinoles han sido utilizadas
como drogas antihelminticas y algunas también han demostrado tener propiedades insecticidas y

bactericidas.

Saponinas

Las saponinas son metabolitos secundarios, ampliamente distribuidos en las plantas
superiores, en las que se presentan en forma de glucdsidos. Sus soluciones acuosas al ser agitadas
forman una espuma estable y abundante, hecho este que dio origen etimolégicamente, al nombre
genérico de estas sustancias provenientes del latin sapon (jabon). (Cuyos, Donald, Duefas y
Valencia, 2005, p. 33).

Desde el punto de vista quimico, las saponinas al ser hidrolizadas rinden de 2 a 6 residuos
de monosacaridos y una porcién carbonada policiclica que es la aglicona del glicésido, a la cual
se le denomina genéricamente sapogenina. Pueden tener un esqueleto tipo esteroidal (de base
gonano) o de tipo triterpenoide (derivados del escualeno), las cuales dan lugar a las 2 grandes
familias de estos metabolitos: las saponinas esteroidales y las saponinas triterpénicas. (Cuyos et
al, 2005, p. 33).

La solubilidad en agua de estos compuestos esta facilitada por su alto peso molecular y la
presencia de los residuos de monosacéridos y de otros grupos polares en la aglicona. En ambas
familias de saponinas el enlace glucosidico se establece a través del hidroxilo en posicién 3 del

anillo A de la aglicona. (Cuyos et al, 2005, p. 33).

Carbohidratos

Los carbohidratos constituyen una vasta variedad de compuestos con inmensa
importancia para los seres vivos debido a su papel en las funciones fisiolégicas normales, ademas

de que son los compuestos méas abundantes en la composicion quimica de animales y plantas. En
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las plantas son los constituyentes de la membrana en la pared celular. Asi mismo, estos se dividen

en tres grupos, los monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos.

Los glucdsidos son componentes importantes dentro del grupo de carbohidratos. Una
funcion que destaca de estos compuestos consiste en que poseen una agrupacion llamada
glucosidos cardiacos, entre los cuales se puede nombrar la oleandrina. Se utilizan en la salud

como estimulantes del musculo cardiaco.

Entre los polisacaridos més importantes se encuentra la celulosa, la cual es el
constituyente primordial de las partes fibrosas de las plantas, es utilizado en la industria para la
elaboracion de papel, seda, explosivos y plasticos. También, entre los polisacaridos destaca la
heparina, la cual es un importante anticoagulante encontrado en el higado, pulmones, timo, bazo
y en la sangre; asi mismo, la heparina es utilizada de manera exdgena como tratamiento de

afecciones cardiovasculares con el fin de evitar la formacion de trombos venosos.

Terpenos

Los terpenos componen un grupo humeroso de compuestos quimicos que forman parte de
procesos metabolicos primarios y secundarios de plantas y otros organismos eucariotas, tales
como hongos y animales. Su nomenclatura se refleja en la cantidad de unidades de isopreno
contenidas en la molécula, lo cual los cataloga como hemiterpenos, monoterpenos,

sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, tetraterpenos y politerpenos.

Los monoterpenos son conocidos por poseer propiedades antimicrobianas o toxicos para
algunas plantas, entre los cuales se destaca el limoneno y el citronelol; los sesquiterpenos
constituyen el grupo mas amplio de terpenoides, por lo que sus actividades farmacoldgicas son
bastante amplias, entre ellas se encuentra que tienen capacidades antitumorales, antiinflamatorias,
antipaltdicas, antimigrafiosas y antimicrobianas; entre los principales se encuentra el eudesmol,

azuleno, B-cadieno, farnesol y la artemisina.

Los diterpenos son compuestos que se encuentran principalmente en plantas superiores y
hongos, la mayoria son compuestos ciclicos con pocas excepciones. Poseen acidos resinicos de

los cuales se obtienen derivados que han sido extensivamente estudiados por sus propiedades y
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aplicaciones farmacéuticas, entre las cuales se destaca su uso como bases para materiales de
microencapsulacion; tambien, poseen compuestos como el taxol el cual ha sido empleado
efectivamente como antitumoral y las podofilotoxinas que gozan de propiedades citotoxicas,

antimicaticas y antivirales.

Los triterpenos son compuestos que forman parte de las saponinas, las cuales son
glucédsidos triterpenicos y abundan en el reino vegetal; se solubilizan en agua dando como
resultado espumas estables. Las saponinas se caracterizan por sus propiedades expectorantes y
diuréticas. Este grupo posee un compuesto destacable el cual es la digitoxina, la cual es un
cadenolido derivado de esteroides con actividad cardiaca, por lo que también se cataloga como un

glucédsido cardiaco, empleado como estimulante del musculo cardiaco.

Por ultimo, los tetraterpenos y los politerpenos comprenden un grupo bastante importante
del cual se puede mencionar sustancias tan esenciales como los carotenoides, los cuales ademas
de su funcién como pigmentos naturales poseen un papel importante en la depuracion fisiologica
de especies reactivas del oxigeno. Estos se pueden dividir en carotenos y sobresalen
provitaminicos como el B-caroteno, y xantofilas, de las cuales se pueden mencionar provitaminas

como la criptoxantina.

Compuestos nitrogenados

Entre los principales compuestos nitrogenados, que se encuentran en la naturaleza, se
hallan los alcaloides. La mayoria de estos son compuestos dpticamente activos y varian mucho en
la forma en que se presentan en los organismos vegetales. Algunos se encuentran en combinacion
con azucares como lo es la solanina; otros, aparecen como amidas &cidas (la piperina o los
esteres; por ejemplo, en el caso de la cocaina y la atropina). Sin embargo, hay algunas

excepciones como sucede en la ricina y la colchicina que comprenden compuestos neutros.

La mayoria de alcaloides son compuestos incoloros, cristalinos, algunos como la nicotina,
cicutina e higrina son liquidos; otros, como la berberina, poseen coloracion. Muchos alcaloides

contienen propiedades terapéuticas entre las cuales se destacan la accion narcotica de la morfina;
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la tranquilizante, de la reserpina; la antiespasmadica, de la atropina; la utilizacién de la cocaina

como anestésico local y la estimulacion nerviosa por parte de la estricnina.

Otros grupos importantes de compuestos nitrogenados lo constituyen los aminoacidos que
corresponden al principal componente de las proteinas. Estos compuestos poseen una variedad de
actividades bioldgicas importantes entre las cuales se puede mencionar su capacidad de actuar
COmMO Mensajeros quimicos o neurotransmisores. Entre estos se pueden citar ciertos derivados del
triptéfano tales como la serotonina y la melatonina. También, poseen un papel critico en la
produccion de moléculas complejas, que contienen nitrégeno, como lo son las bases nitrogenadas
que componen los nucleotidos, los &cidos nucleicos y la clorofila; asi como la funcion en ciertas

rutas metabolicas esenciales como la arginina, la citrulina y la ornitina en el ciclo de la urea.

Productos naturales utilizados en Diabetes Mellitus

Los medicamentos convencionales utilizados para el control de la diabetes,
generalmente son costosos, y producen en algunos casos efectos secundarios
adversos, es por esto que el uso de productos naturales ha tomado gran
importancia a nivel mundial y se hace indispensable buscar alternativas de
productos extraidos de plantas, que presenten actividad hipoglucemiante
(Carmenza, 2012, p.10).

La primera planta medicinal descrita con un claro efecto antidiabético fue Galega officinalis
(Fabaceae), que se ha prescrito desde la Edad Media para tratar la Diabetes Mellitus. Desde esta
planta, también llamada calle de cabras o lila francesa, se aisl6 un derivado de guanidina,
Galegina. Este compuesto, cuya estructura es bastante similar al farmaco antidiabético
Metformina, es responsable de la disminucion de la glucosa en sangre producida por el extracto
vegetal (Bedekar, Shah y Koffas, 2010, pp. 21-73).

Muchos productos naturales y plantas, especialmente en paises del tercer mundo, han sido
usadas en la medicina tradicional con el fin de lograr un tratamiento de la diabetes efectivo y se

ha logrado encontrar en muchas plantas tradicionales sustancias activas, que podrian ser una
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fuente potencial para la obtencion de nuevos medicamentos para los trastornos diabéticos
(Carmenza, 2012, p.10).

Entre los productos naturales utilizados tradicionalmente para tratar la Diabetes se
encuentran, principalmente, en alimentos: cereales y legumbres, los productos de trigo, los
frijoles mungo y el haba de soja. En los productos frondosos existen habichuelas, fenogreco,
hojas de laurel, hojas de estevia, planta insulina, hojas de curry y alcachofa. Entre las semillas y
las especias utilizadas se hallan canela, semillas de comino y cebolla y. Entre las bebidas se
encuentra principalmente el té verde. Sin embargo, esto es solo una diminuta fracciéon de la
inmensa cantidad de alimentos y productos naturales con capacidades antidiabéticas, de los

cuales aun hay muchos por estudiar (Sukumar, Manickavasagan y Essa, 2012, pp. 45-70).

Jackfruit (Artocarpus heterophyllus)

Aspectos generales

El siguiente apartado se basd en la publicacion de Pifia-Damoulin, Quiroz, Ochoa y
Magafa-Lemus, 2010, pp. 36-37.

El jackfruit (Moraceae), nativa de la India, poco difundida en otros paises, también se
conoce como Yaca, Jaca o Pan de pobre. Es un arbol, siempre verde, considerado entre los de
mayor produccidn de las especies frutales y amplio uso comestible. Se puede consumir cocido o
crudo, en estado inmaduro o maduro, respectivamente. Sus frutos llegan a tener un peso entre 2 y
3 kg.

El arbol posee hojas de color verde oscuro brillante, dispuestas de forma alternada, largas,
de forma ovalada y lobulada en ramas adultas y jovenes respectivamente. Corresponde a un arbol
monoico cuyas flores emergen del tronco y de las ramas mayores. Todos los componentes del

arbol contienen abundante latex, blanco y pegajoso.

Los frutos son compuestos 0 agregados, de pequefios a muy grandes y en ellos puede

distinguirse tres regiones primarias las cuales son: el eje o el centro del fruto, con numerosas
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células laticiferas y no comestible; el perianto, que forma la mayor parte del fruto y a la vez esta
conformada por la regién comestible frescas una region media fusionada que forma el anillo del
sincarpo y la region externa cornea no comestible de coloracion verde y cuando madura se torna

amarillenta.

La tercera region corresponde al fruto verdadero, que es desarrollado desde el carpelo del
ovario y esta rodeado por el perianto fresco. Las semillas miden de 2 a 4 cm de largo y de 1.25 a
2 cm de ancho de color blanco y sin ondulaciones encontrandose entre un numero de 100 y 500

en un solo fruto.

El jackfruit se considera de tipo intermedio entre climatérico y no climatérico; aun asi,
puede ser consumido como vegetal en estado inmaduro y como fruta al madurar; el fruto en
forma maciza suele ser asado y consumido sin distingo de pulpa y semillas. Su pulpa madura
sirve como base para bebidas tradicionales y sus semillas usualmente son cocidas en agua y se

logra un alimento semejante a la papa.

Aun habiendo poca informacion sobre este fruto en la mayoria de paises y los cambios
que sufre durante su maduracion, este ofrece una alternativa de alimentacion por su versatilidad
de consumo Y alto contenido de energia. Aporta al humano alrededor de 540 Ul de vitamina A y
minerales esenciales como fésforo, hierro y calcio y las semillas ademas de ser ricas en almiddon

tienen un alto contenido de proteinas y tiaminas.

Uso del Jackfruit en la medicina tradicional

Este apartado se baso en la publicacién de Haq, 2006, pp 22-24, a menos de que se

indique lo contrario en el parrafo correspondiente.

Aungue se han mencionado el uso de varios componentes del arbol de Jackfruit con
varios fines en la medicina tradicional (Fernando et al, 1991, citado por Hag, 2006), su uso en
esta no ha sido del todo substanciado o evidenciado de manera exacta para cada uno, sin
embargo, han existido varias guias de areas tropicales donde su uso se ha llevado por muchos

afnos donde se encuentran recomendaciones de un rango de usos medicinales.



47

Aun asi, la informacion actual de su uso como tratamiento medicinal se respalda bastante
en algunos de los cribados fitoquimicos llevados a cabo y la pequefia cantidad de pruebas clinicas
que se han llevado a cabo con el fin de probar su eficacia como alternativa farmacoldgica segura.
(Tirkey et al, 2001, citado por Hag, 2006)

Se ha descubierto que los extractos de las hojas promueven la tolerancia a la glucosa al
ser evaluado en diabéticos, el extracto acuoso de hojas contiene flavonoides, antocianinas,
taninos y proantocianidinas, los cuales incrementan la tolerancia de glucosa en personas
diabéticas. Khan et al. (2003), citado por Haq (2006); report6 que la fraccion de butanol de un
extracto a partir de la corteza de raiz del arbol y sus frutos eran sustancias activas capaces de

actuar contra un rango de bacterias y protozoos.

El duramen del arbol contiene dos compuestos activos, los cuales corresponden al grupo
de isoprenil-flavonas, que han demostrado ser dos compuestos potentes en la prevencion de
caries dentales. (Sato et al., 1996, citado por Hag, 2006)

Las semillas del &rbol poseen dos lectinas importantes, la jacalina y la artocarpina; estas
han llamado bastante la atencion debido a su diversa actividad bioldgica y han sido reconocidas
como lectinas especificas tipo Gal beta 1-3GalNAc. La jacalina ha probado inhibir el virus del
herpes simple tipo 2 y ha comprobado ser de gran utilidad en la evaluacion del estado inmune del
paciente infectado con Virus de Inmunodeficiencia Humano tipo 1 (HIV1).

La abundante fuente de materiales para la produccion de jacalina. Su facilidad de
purificacion y su estabilidad la han convertido en una atractiva lectina, las cuales son utilizadas
para el aislamiento de glicoproteinas del plasma humano, investigacion de Ig-A nefropatias, el
analisis de glicoproteinas 0-enlazadas y la deteccidon de tumores (Kabir, 1998, citado por Hag,
2006).

Modelos experimentales con animales de laboratorio

Aspectos generales
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La utilizacion de animales de laboratorio es una practica que se ha llevado a cabo durante
mucho tiempo y ha ido en paralelo al desarrollo de la biomedicina. “Se define como animal de
laboratorio a todo aquel ser vivo no humano, vertebrado o invertebrado, usado para la
experimentacion y otros fines cientificos” (Guillén, 2012, pp. 311-321). Su utilizacién se basa,
principalmente, en la analogia fisioldgica con la especie humana. Entre los animales utilizados en
las investigaciones experimentales se encuentran los primates no humanos, prosimios, gatos,
perros, reptiles, anfibios, ovejas, cerdos, cabras, peces, insectos y roedores. Estos ultimos son los
de uso mas frecuente y, dentro de ellos, las ratas, ratones y conejos (Romero-Fernandez et al.,
2016, pp. 288-292)

Aunque muchos laboratorios se limitan a aplicar el principio de las tres erres (3R)
planteado por Russell y Burch (Russel y Burch, 1959), el nimero de animales utilizados en
investigacion ha aumentado, esta realidad es mas acentuada en América Latina. Sin embargo, ya
sea por razones éticas, por la necesidad de personal calificado, por los elevados costos de
produccién y mantenimiento, o por los procedimientos experimentales, se observa un incremento
en la utilizacion de métodos alternativos a la utilizacion de animales en laboratorios (Balls, 1994,
pp. 193-211).

El principio fundamental para el uso de animales en las experimentaciones biomédicas es
conocer los detalles bioldgicos (anatomia, fisiologia y etologia) y de mantenimiento (alojamiento,
alimentacion y manejo) de la especie utilizada. Por estas razones, detalles sobre la biologia de los
animales utilizados mas frecuentemente en experimentacion han sido descritos ampliamente en la

literatura cientifica (Martin, Orellana y Tur, 2009).

Aspectos bioéticos

Cada pais debe legislar el correcto cuidado y uso de los animales de experimentacion y
asegurar que gocen del cuidado respectivo alineado a los aspectos éticos que se deben tener en

cuenta; tomando en cuenta los planteamientos de las 3R. (Fentener et al, 2015, pp. 267-283).

Para garantizar que la reglamentacién sea la adecuada no solo se deben tomar en cuenta

las normas de la legislacion nacional, sino también las recomendaciones de organismos y
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asociaciones internacionales dedicadas a la ciencia de animales de laboratorio. (Romero-
Fernandez et al, 2016, pp. 288-292).

El uso de animales en experimentacion se cataloga como ético cuando no hay otra
alternativa y su proposito se logra justificar como la obtencion de un bien superior. Cada
institucion donde se realice este tipo de procedimientos debe contar con un comite institucional
de cuidado y uso de animales de laboratorio (CICUA), cuyo reglamento estara regido por la
legislacion nacional; si fuera el caso de que no la hubiese, se regird por normativas
internacionales. Para verificar que la investigacion con animales se justifique, por los beneficios
que produce, el CICUA debe revisar y aprobar todos los proyectos de investigacion que

impliquen experimentacion animal. (Romero-Fernandez et al., 2016, pp. 288-292).

Como se mencion6 anteriormente, los parametros que se incluyen en las buenas préacticas
bioéticas son principalmente el cumplimiento de las 3R, las cuales indican los siguientes
apartados: reemplazar de forma parcial o total el uso de animales; reducir el nimero de animales
por experimento, y refinar los procedimientos durante la cria, la experimentacion y la eutanasia
(Hendriksen, 2013, pp. 313-322).

Infraestructura y ambiente animal

El lugar donde se mantienen los animales de experimentacion se denomina bioterio,
animalario o estabulario, y se define como “La instalacion dedicada a la crianza, mantenimiento,

cuidado y uso de los animales de laboratorio” (Kollmus et al, 2012, pp.418-435).

El bioterio no solo debe cubrir las necesidades de los animales, sino que también debe
asegurar las necesidades del personal encargado. Para esto, su infraestructura debe incluir
diferentes areas que se catalogan en dos zonas: zona sucia (area administrativa, vestuario,
almacenaje, eliminacion de desechos e incineracion) y zona limpia (area de recepcion de
animales, cuarentena, salas de alojamiento y crianza, laboratorios, quirofano y areas de limpieza

y esterilizacion). (Romero-Fernandez et al, 2016, pp. 288-292).

Para evitar contaminaciones entre las areas y hacia los puntos de trabajo, las zonas deben

de estar totalmente separadas por barreras fisicas, y el flujo de trabajo se realiza desde la zona
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limpia a la sucia. Asi mismo, en todas las areas se tienen que seguir estrictas condiciones de
higiene, limpieza, desinfeccion y estar perfectamente sefializadas. (Kollmus et al, 2012, pp.418-
435).

El recinto primario (usualmente una caja, jaula o establo) provee los limites del ambiente
inmediato del animal. Los recintos primarios aceptables permiten que el animal cubra sus
necesidades fisiologicas y de conducta, asi como orinar y defecar, mantenimiento de la
temperatura corporal, ajustes a postura y movimiento normal y, cuando sea indicado,

reproduccion. (Granados, 2017, pp. 7-8).

Permiten interacciones sociales especificas y desarrollo de jerarquias dentro y entre
recintos y hacen posible que los animales se mantengan limpios y secos (consistente con los
requerimientos de las especies). Deben poseer adecuada ventilacion y un correcto acceso a
comida y agua. Proveen un ambiente seguro que impide el escape o atoramiento accidental de
animales o de sus apéndices entre superficies opuestos o por aberturas estructurales. Estan libres
de bordes cortantes o proyecciones que puedan dafiar a los animales. Se debe tener un modelo de

infraestructura que permita la observacion del animal sin disturbios. (Granados, 2017, pp. 7-8).

Monitoreo periddico

El personal capacitado ha de evaluar el estado de salud de los animales de forma rutinaria,
no solo por obligacion legal y moral, sino también para garantizar resultados fiables y repetibles.
Es necesario que esta evaluacion sea mas amplia y frecuente en procedimientos invasivos,

quirdrgicos y a la llegada del animal al bioterio. (Romero-Fernandez et al, 2016, pp. 288-292).

Se debe realizar monitoreo y controles de patdgenos especificos a los que se encuentre en
riesgo el animal en experimentacion, entre los microorganismos encargados de producir
infecciones bacterianas se encuentran: Helicobacter spp., Salmonella spp., Mycobacterium
tuberculosis, Campylobacter spp., Yersinia enterocolitica, Vibrio spp., Mycoplasma spp.,
Leptospira spp., Listeria spp. y Streptobacillus moniliformis. (Coelho y Garcia, 2015, p. 56).

También se corre el riesgo de contagios mic6ticos producidos por algunos hongos, tales

como especies de los géneros Microsporum, Trichophyton y Epidermophyton que causan



51

dermatofitosis. (Connole et al, 200, pp. 59-65). Y varios parasitos, tales como Leishmania,
Tripanosoma, Toxoplasma, Fasciola y treméatodos del género Schistosoma. (Coelho y Garcia,
2015, p. 56).

Es primordial en cada laboratorio de investigacion evitar las enfermedades que se pueden
trasmitir tanto de los animales vertebrados al hombre como las que se trasmiten del hombre a
estos animales, lo cual se logra manteniendo el buen estado de salud y trabajando en zonas de
bioseguridad con las precauciones requeridas. (Hankenson, Johnston, Weigler y Di Giacomo,
2003, pp. 579-601).

Seleccién de modelos experimentales animales

A pesar del elevado costo y la dificultad que representa el desarrollo de un modelo
animal, su uso nos permite entender y analizar la fisiopatologia de una enfermedad, ya sea
inducida o espontanea, y el comportamiento animal al ser sometido a esta. Debido a las posibles
variaciones en las respuestas fisioldgicas, es necesario tener un amplio conocimiento de la
fisiologia y anatomia comparada del modelo por emplear (Romero-Fernandez et al., 2016, pp.
288-292).

El desarrollo y la aplicacién de nuevos modelos animales para el estudio de la biologia
estructural y funcional estd en constante crecimiento. En general, estos modelos tienen el
proposito de comprender mecanismos bioldgicos (exploratorios), determinar una funcion
biolégica anormal (mecanisticos) o valorar y cuantificar el efecto de un tratamiento especifico
(predictivos) (Romero-Fernandez et al., 2016, pp. 288-292).

Segln (Davidson, Lindsey y Davis, 1987, pp. 551-555) “Los modelos animales son
clasificados en modelos inducidos (experimentales), generados por modificacién genética
(transgénicos), espontaneos (genéticos), negativos y huérfanos.”. Los tres primeros son los mas
frecuentes; sin embargo, hasta la fecha solo unos pocos modelos inducidos reproducen fielmente
la etiologia y fisiopatologia de una enfermedad. (Kawaharada, Kawamata y Ochiya, 2015, pp.
1054-1063).
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La seleccién de un adecuado modelo experimental no solo reduce el nimero de animales
planteado en el principio de las 3R, sino que también garantiza un afinamiento de los
procedimientos y la obtencion de resultados fiables y repetibles. Se debe estandarizar el indculo,
dosis, via y frecuencia de la inoculacion, definir el punto final de experimentacion, analgesia y

punto final experimental humanitario. (Romero-Ferndndez et al, 2016, pp. 288-292).

Para evitar errores sistematicos o sesgos, los animales deben recibir un trato igualitario
durante todo el procedimiento a menos que el mismo indique lo contrario y el estudio se debe
realizar de forma aleatoria y a ciegas; ademas, se han de incluir los correspondientes controles

para un correcto analisis de resultados. (Herndndez, Ramirez y Villagran, 2012, pp. 59-70).

Eutanasia

La eutanasia es el procedimiento de matar animales utilizando métodos que induzcan una
rapida inconsciencia y muerte sin dolor ni sufrimiento en la medida de lo posible. Para evaluar el
método apropiado se debe tomar en cuenta la habilidad de inducir inconsciencia, limitaciones de
especie y edad, compatibilidad con los objetivos de la investigacién y la seguridad y efecto
emocional en el personal que lleva a cabo el procedimiento. La eutanasia puede ser necesaria al
final de un protocolo o como un medio para aliviar dolor o estrés que no se pueda aliviar por

analgeésicos, sedantes u otros tratamientos. (Granados, 2017, p. 18).

Siempre debe realizarse sin que haya otros animales presentes, empleando un método
adecuado a la especie y los objetivos del protocolo. Generalmente, son preferibles los agentes
tanto inhalantes (CO2, halotano) como no inhalantes (barbituricos), antes que los métodos fisicos

(dislocacion cervical, decapitacion). (Granados, 2017, p. 18).
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CAPITULO IlIl. MARCO METODOLOGICO

En el siguiente apartado se pretende evidenciar la metodologia experimental que se
llevara a cabo para evaluar de manera optima los objetivos propuestos en esta investigacion. Se
establece un disefio experimental adecuado en el cual se manejen muestras adecuadas para la
evaluacion de variables enfocadas al estudio, asi como la instrumentacion para llevar a cabo el
proceso y una recoleccion y analisis de datos adaptado a esta investigacion. También, se incluira

el cronograma de actividades con el fin de mantener un orden de procedimientos experimentales.

Enfoque y disefio

Esta investigacion se plantea como un estudio en el cual, debido a su disefio, estructura,
variables, técnicas y demas aspectos, posee un enfoque de tipo cuantitativo experimental con

alcance descriptivo y exploratorio. Segin Hernandez, Fernandez y Baptista (2014):

Los estudios exploratorios sirven para preparar el terreno y, por lo comdn,
anteceden a investigaciones con alcances descriptivos, correlacionales o
explicativos. Por lo general, los estudios descriptivos son la base de las
investigaciones correlacionales, las cuales a su vez proporcionan informacién para
llevar a cabo estudios explicativos que generan un sentido de entendimiento y

estan muy estructurados. (p.90)

Lo anteriormente citado justifica la principal perspectiva de esta investigacion como
aprovisionamiento para futuros estudios experimentales basados en las variables a caracterizar.

Asi mismo, Hernandez et al. (2014) también describen que:

Con los estudios descriptivos se busca especificar las propiedades, las
caracteristicas y los perfiles de personas, grupos, comunidades, procesos, objetos o
cualquier otro fendmeno que se someta a un andlisis. Es decir, Unicamente
pretenden medir o recoger informacién de manera independiente o conjunta sobre
los conceptos o las variables a las que se refieren, esto es, su objetivo no es indicar

coémo se relacionan éstas. (p.93)
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De acuerdo con esta descripcion, se orienta esta investigacion con un alcance descriptivo
con el fin de especificar pardmetros esenciales segun la literatura revisada y someterlos a un

analisis que resulte en una orientacion adecuada para el uso del producto natural en investigacion.

Instrumentos

Para la Fase | se requerira de la utilizacion de los instrumentos necesarios para la
recoleccion y almacenamiento adecuado del material vegetal. Asi mismo, se requerira la
utilizacion de balones de vidrio, condensadores, extractores Soxhlet y equipo de calentamiento,
asi como los reactivos solventes e identificadores para la extraccion de las fracciones del

producto vegetal.

Para la Fase Il se precisard del equipo necesario para la correcta manipulacion de los
animales de prueba. Igualmente, sera imprescindible proveer al animal con el ambiente adecuado
y sus instrumentos de necesidades cotidianas, asi como bebederos e instrumentos de actividad
fisica. También, se necesitaran sondas de punta redondeada para administrar el producto natural a

los animales y el equipo de lancetas y tiras obligatorias para la utilizacién de un glucémetro.

Tabla 1. Reactivos utilizados para cada fase experimental

Fase Reactivos

Fase 1 Etanol 80 %

Agua destilada

Hexano

Tricloruro férrico
Anhidrido acético

Acido sulfarico concentrado
Dicromato de potasio
Acetato de plomo
Cloroformo

Magnesio en limaduras
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Acido clorhidrico concentrado

Fase 2 Glucosa 0.2mg/ml
Glibenclamida 0.5 mg/ml

Extracto liofilizado reconstituido

Objetos de investigacion

El objeto de investigacidn corresponde al producto natural elaborado a partir del extracto
de hojas maduras de Artocarpus heterophyllus, y su capacidad hipoglucemiante al ser evaluado
en ratas hiperglucemicas; llevado a cabo en el Laboratorio de Ensayos Biol6gicos de la

Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica.

Fase |. Elaboracion del producto natural
Obtencidn del extracto liquido

El extracto se obtuvo a partir de la extraccion de hojas maduras de Jackfruit, provenientes
de la provincia de San José, Costa Rica. Las hojas fueron autenticadas como hojas de Artocarpus
heterophyllus por el botanico Armando Estrada en el Herbario Nacional del Museo Nacional de

Costa Rica, en el mes de octubre del 2017.
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Se utilizaron 100 g de hojas maduras frescas de A. heterophyllus para cada procedimiento,
a los 3 dias de haber sido recolectadas, las hojas se sometieron a un proceso de limpieza en el
cual se asegurd la eliminacién de contaminantes exteriores, una vez limpias se cortaron en trozos
pequefios, se colocaron en un horno marca Digisistem Labs, DN-500 a 40°C durante 30 minutos
con el fin de secar las hojas, una vez eliminadas las impurezas y el agua se procedié a pesar las

hojas.

Se realizaron tres tipos diferentes de extracciones con el fin de observar con cual
procedimiento se obtuvo un extracto con mayor presencia de compuestos farmacol6gicos
naturales. Primeramente, se llevé a cabo una extraccion utilizando como disolvente 300 ml de
agua destilada por el método Soxhlet en el cual se dejé el equipo en funcionamiento durante 4

horas, se recolecto el extracto y se concentro.

Asi mismo, se ejecutd otra extraccion utilizando 300 ml de etanol al 80 % como
disolvente por el método Soxhlet, se dejo el equipo en funcionamiento durante 4 horas, se

recolecto el extracto y se concentro.

Por ultimo, se elabord una extraccion en la cual, inicialmente, se busco eliminar los
pigmentos de tipo clorofila y carotenoides de las hojas utilizando un solvente indicado en el
procedimiento descrito por Lallana, M. y Lallana V. (2003) para el aislamiento de pigmentos en
hojas de plantas con el fin de apreciar de manera éptima las coloraciones de las pruebas reactivas
de identificacion llevadas a cabo una vez obtenido el extracto. Para esto, primero, se implemento
el método Soxhlet al utilizar 250ml de hexano y se dejé funcionar el equipo durante dos horas,
posteriormente a esto se extrajo el material vegetal del recipiente Soxhlet y se secé en un horno
marca Digisistem Labs, DN-500 a 40°C durante 30 minutos. Una vez secado el material vegetal,
se procedio a extraer mediante el método Soxhlet utilizando 300ml de etanol al 80 % durante 4

horas. Se recolectd el extracto y se concentro.
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Proceso de liofilizacion

Se realizo el proceso de liofilizado del extracto etanolico. Se obtuvo a partir de las hojas
de A. heterophyllus, en el Instituto Clodomiro Picado de la Universidad de Costa Rica con la

colaboracion de la M.Sc. Maria Herrera y el Dr. Alberto Alape Giron.

Para esto primeramente se colocd el extracto en un rotavapor y se comenzo a evaporar el
solvente etanol con el fin de concentrar el extracto (Figura 9), una vez evaporado la mayor parte
del etanol se coloco el extracto en una camara de nitrégeno liquido (Figura 10) durante 24 horas,
se prefirio utilizar la camara de nitrogeno liquido en lugar de un congelador industrial debido a
que estas alcanzan temperaturas de hasta -200 °C, en comparacion a los congeladores disponibles
en la planta que alcanzan hasta -80 °C, siendo la opcidn de la cAmara de nitrégeno més adecuada
debido a que el punto de congelacién del etanol es cercano a los -114 °C.

Una vez congelada la muestra se colocé en un liofilizador marca LABCONCO®, (Figura
11) durante 48 horas a una presion de 3 mili bares, la muestra se sostuvo con algodén con el fin
de evitar un mal posicionamiento del recipiente en el momento que el equipo realice la succion
del recipiente. Transcurridas las 48 h se obtuvo un extracto seco el cual se pes6 con el fin de

cuantificar la cantidad de solidos presente en el extracto liquido.

Identificacién de compuestos naturales farmacoldgicos

Se ejecutd una serie de pruebas reactivas para identificar la presencia de compuestos
organicos responsables de la accién terapéutica buscada, asi como la identificacién por medio de
espectro infrarrojo correspondiente a la molécula B-sitoesterol. Cada prueba se realizo, por igual,
a los tres tipos de extractos obtenidos con el fin de observar la capacidad de extraer metabolitos

secundarios de cada solvente utilizado.
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Identificacion de taninos

Se llevo a cabo la prueba del Dicromato de potasio en la cual se adicionan 2ml de
Dicromato de Potasio a 2 ml del Extracto disuelto, una coloracion parda amarillenta corresponde

a la presencia positiva de Taninos.

Igualmente se realizo la prueba con Acetato de plomo 5% en la cual se adicionan 2 ml del
reactivo en solucion a 2 ml del extracto disuelto, la presencia de un precipitado corresponde a una

prueba positiva de Taninos.

Asi mismo, se realizo la prueba de diferenciacion de taninos galicos o condensados, para
esta prueba se utilizé tricloruro férrico; se adicioné 1ml de solucion de tricloruro férrico a 2ml del
extracto disuelto. la aparicion de una coloracion azul oscuro determina la presencia de taninos
galicos y la aparicion de una coloracion verde o marron corresponde a la presencia de taninos

condensados.

Identificacidn de saponinas y esteroles

Primeramente, se realizd la prueba de Liebermann-Burchard para la presencia de
compuestos saponinas en la cual se tomaron 2 ml del extracto disuelto, se adicionaron 2ml de
Anhidrido acético, 2 ml de Cloroformo, se enfria a temperaturas cercanas a 0 °C y posteriormente
se adicionan 2 gotas de acido sulfurico concentrado. La aparicién de una coloracion verdosa

corresponde a la presencia de saponinas esteroidales.

Asi mismo se realiz6 la prueba de Salkowski en la cual se adicionaron 2ml de
Cloroformo, 2ml de Acido sulfarico a 2 ml del Extracto disuelto, una coloracién anaranjada

corresponde a la presencia positiva de saponinas y esteroles.

Identificacion de flavonoides

Se llevo a cabo la prueba de Shinoda, en la cual se trat6 el extracto disuelto con limaduras

de magnesio, se calentd a temperaturas cercanas a 60 °C y se adiciond6 HCI concentrado
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cuidadosamente por las paredes del tubo de ensayo, la aparicion de coloraciones entre naranja-

rojo, rosa-azul o violeta corresponde a la presencia positiva de flavonoides.

Asi mismo se realizd la prueba de Salkowski en la cual se adicionaron 2 ml de
Cloroformo, 2ml de Acido sulfdrico a 2ml del Extracto disuelto, para flavonas y flavonoles se

reporta la aparicion de una coloracion amarillenta.

A partir de este punto, se utilizd solamente el extracto etanodlico para las siguientes
pruebas incluyendo el ensayo animal, debido a los resultados obtenidos en la identificacion de

metabolitos secundarios capaces de realizar actividad biologica.

Identificacidn de p-sitoesterol por espectroscopia de absorcion infrarrojo

Para esta prueba se colocé una muestra de 3ml en un equipo SpeedVec marca Savant
SPD 1010 (Figura 25), facilitado por el Instituto Clodomiro Picado y asesorado por la M.Sc.
Maria Herrera, el cual funciona como una centrifuga al vacio con alta capacidad de extraer

solventes volatiles y asi obtener extractos secos.

Una vez obtenida la muestra del extracto seco se utilizé un espectrofotémetro infrarrojo
marca Agilent Technologies, Carry 630-FTIR, en el cual se realizaron los procedimientos de
limpieza del equipo indicados en el software y, posteriormente, se colocd la muestra en el equipo
y se observé el espectro arrojado por el software, se compararon los picos significativos con
valores de referencia obtenidos a partir de estudios de aislamiento y andlisis del 5-stigmasten-
3beta-ol (B-sitoesterol).

Fase I1. Disefio experimental animal

Prueba sobrecarga de glucosa

Se utilizaran grupos de 6 ratas machos (con un peso entre 180 y 220 g), Rattus

navergicus, cepa Wistar (HsdBrHan: WIST), obtenidos de la Unidad de Produccion Animal de la
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Universidad de Costa Rica, coordinada por el Laboratorio de Ensayos Bioldgicos. El uso de los
animales utilizados en esta tesis fue aprobado por el Comité Institucional de Cuido y Uso de
Animales (CICUA) de la Universidad de Costa Rica. Todos los animales fueron mantenidos en el
cubiculo de experimentacion del Laboratorio de Ensayos Biologicos, bajo condiciones estandares
segun la cepa de luz (12/12), temperatura 20-25 °C, humedad relativa (30-80%) y siguiendo los
procedimientos de las Buenas Précticas de Laboratorio del LEBI.

Para la determinacion del efecto hipoglicemiante se utiliza el modelo de sobrecarga de
glucosa. De acuerdo a este método, a los animales se les determina la glicemia después de un
ayuno de 12 horas (tiempo cero), en este momento se les administra el extracto por via oral y 30
minutos después se administra 3 g/kg de almidén VO. Los niveles de glicemia son medidos cada
30 minutos durante dos horas. Se trabaja con 6 animales por grupo. El extracto de Artocarpus
heterophyllus se evaluara en tres dosis 250, 500 y 1000 mg/kg VO. Se utilizara glibenclamida 5
mg/kg VO como control. La sangre serd obtenida de la vena de la cola y los niveles de glicemia
se determinaran con un glucémetro marca Roche Accu-Chek® Performa, validado por el
Laboratorio de Ensayos Bioldgicos de la Universidad de Costa Rica. Tomando dos mediciones en

cada tiempo y se promedian.

Procedimiento

Los animales permanecieron en un ayuno de 12 horas inicialmente, una vez transcurrido
el ayuno se procedié a pesar cada animal individualmente. Posteriormente, se tomd el valor de
glicemia a cada animal en ayunas con la ayuda del glucémetro, el cual corresponde al valor de
glicemia en tiempo cero. Se realizo la toma de sangre por puncion de la vena de la cola con aguja
calibre 20 G, una vez que ha sido limpiada con gasa humedecida caliente con la finalidad de

favorecer la vasodilatacion. Inmediatamente, se les administran los tratamientos a los animales.
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Tabla 2. Tratamiento administrado a cada grupo animal

Grupo Tratamiento

Grupo 1 Extracto 1000 mg/kg VO
Grupo 2 Extracto 500 mg/kg VO
Grupo 3 Extracto 250 mg/kg VO
Grupo 4 Agua VO (1 ml)
Grupo 5 Glibenclamida 5 mg/kg VO

Una vez administrados los tratamientos correspondientes se esper6é 30 minutos y se
administro el almidon a una dosis de 3g/kg VO, 30 minutos después de administrada la carga de

almidon se midieron los niveles de glicemia cada 30 minutos durante dos horas.

Analisis de datos

Con los valores de glicemia en cada tiempo y para cada animal se calculé el porcentaje de
aumento de glicemia con respecto al valor de glicemia en ayuno. Los resultados fueron
expresados como porcentajes de aumento en comparacion al valor basal de glicemia. La
significancia de las diferencias entre las medias de los grupos experimentales se determind por
medio de analisis de varianza de dos vias de medias repetidas con la prueba de Bonferroni como

estudio post-hoc. Valores de p menores a 0,05 fueron considerados significativos.
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El andlisis de comportamiento y los rasgos de toxicidad se llevaron a cabo utilizando la
escala de parametros de toxicidad de tratamientos via oral (Figura 2), del Laboratorio de Ensayos

Biologicos de la Universidad de Costa Rica, la cual esta basada en las OECD Test Guidelines.

Figura 2. Parametros de evaluacion de toxicidad oral LEBi-UCR

Pardmetro ' Descripcién Pardmetro ' 'Desi?ﬁchén
Apariencia pelo Textura, color, caida. Piloereccién Pelaje erizo.
Apariencia piel Enrojecimiento, sequedad, exudacion. Salivacién Exceso de secrecion bucal.

QOjos y membranas mucosas Enrojecimiento, sequedad, secrecién anormal. Actividad motora | Aumento o disminucion de la actividad normal, refleja o no.

; ; — ; ’ Tremores y Contraccién muscular anormal espontanea. Contraccién o
Afxa Ll Ll convulsiones estiramiento muscular descontrolado.
Pardlisis Pérdida de respuesta en cualquier extremidad. Respiracién Aumento o disminucion en la frecuencia respiratoria.

Prueba de Robinou: pellizco de la piel, sin el retorno a su

Reacci6n a estimulos Respuesta al tacto o ruido. Deshidratacién posicién normal.
Vasoconstriccién periférica Palidez. Diarrea Heces blandas o deposicidn acuosa
Vasodilatacién periférica Enrojecimicnto. Peso Pérdida de peso.

*Para mayor detalle especifique cualquier alteracion en la seccién de Observaciones.

ESCALA DE VALORES PARA PARAMETROS DE EVALUACION

Grado S SHEAR ; ..~ Descripcién
0 no hay alteracion
1 alteracion leve que no afecta los otros pardmetros
2 alteracion moderada que no afecta el comportamiento general del animal
3 alteracion severa que afecta el comportamiento general del animal

Fuente: LEBi-UCR

Variables

Tabla 3. Variables por estudiar

medicamentos.

Variable Definicion conceptual Definicion operacional e instrumental
Presencia de Compuestos  que | Caracterizacion mediante pruebas reactivas
metabolitos presentan propiedades | para cada grupo de compuestos que revelen
secundarios biol6gicas,  desempefian | mediante cambios de coloracién la
(Fasel) funciones ecoldgicas y se | presencia de metabolitos secundarios.
caracterizan por  sus | Comparacién de espectros infrarrojo patron
diferentes usos y | y espectro obtenido de la muestra mediante
aplicaciones como | la utilizacion de un espectrofotometro IR.
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Glicemia (Fase 2) Cantidad

momento especifico.

de

glucosa en sangre en un

Medida tomando muestras sanguineas de la
muestra y midiendo los niveles de glucosa

mediante un glucémetro.

Comportamiento | Estado de &nimo

fisico-social (Fase | bienestar

y

corporal,

de
pardmetros establecidos de toxicidad, asi

Analizado mediante  observacién

2) reflejado en actividades | como la manipulacién fisica con el fin de
fisicas, alimentacion vy | observar respuesta a estimulos.
respuesta a estimulos.

Cronograma

Tabla 4. Cronograma

Evento Junio Julio

Septiembre Octubre Diciembre

Avance 1 X

Avance 2 X

Fase 1

Avance 3

Fase 2

Avance 3

Fase 3
Avance 3

Avance 4




64

Avance 5

Defensa

tesis

de




65

CAPITULO IV. ANALISIS DE RESULTADOS

En el siguiente apartado se muestran, de forma detallada, los resultados obtenidos durante
la realizacion de la metodologia descrita. Se abarca cada uno de los procedimientos de obtencion
del extracto y la realizacion del ensayo de modelo animal seleccionado, asi como las
observaciones y datos obtenidos Ilanamente. Los datos se obtuvieron durante la realizacion de
cada fase metodoldgica en el Laboratorio de la Escuela de Farmacia de la Universidad
Internacional de las Américas y en el Laboratorio de Ensayos Bioldgicos de la Universidad de

Costa Rica.

Obtencion e identificacion de los extractos naturales

Se muestran las pruebas realizadas una vez obtenidos los extractos acuosos, etandlico y
etanolico con baja concentracion de pigmentos para la caracterizacion de presencia de
metabolitos secundarios, asi como la observacion de las coloraciones de los extractos sin ningun
cambio como referencia de coloracion original. Se muestra la identificacion por infrarrojo del -

sitoesterol presente en el extracto final.

Obtencion de extractos

Extracto acuoso

Una vez realizado el procedimiento con agua como solvente, se obtuvo un extracto de
coloracion blanca-amarillenta, el cual no presenté precipitados ni formacion de brumos al ser

concentrado y almacenado a 4°C en un recipiente &mbar de vidrio con tapa.



Figura 3. Equipo utilizado extraccion acuosa

Fuente: propia

Figura 4. Equipo utilizado en filtracion y concentrado del extracto acuoso

Fuente: Propia
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Extracto etandlico tratado previamente con hexano

Se llevo a cabo el tratamiento de las hojas con hexano, segin lo descrito en la
metodologia para obtener en como residuo un extracto de coloracion verde intenso en el cual
segun Lallana, M y Lallana V. (2003); de acuerdo con la solubilidad se deben encontrar los
pigmentos tipo clorofilas y carotenoides. Se obtuvo un extracto de coloracion café-musgo de
consistencia liquida con ligera formacion de grumos al ser almacenado en botella color &mbar

con tapa a 4°C.

Figura 5. Residuo de tratamiento con hexano

Fuente: propia.

Al secar las hojas en el horno, se obtuvo un material vegetal de coloracion café-oscura

con un aspecto aspero parecido al de hojas secas.



Figura 6. Hojas secas con baja concentracion de pigmentos naturales
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Fuente: propia.

Figura 7. Equipo utilizado en filtracion del extracto tratado con hexano

Fuente: propia.
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Extracto etanolico sin previo tratamiento

Al seguir la metodologia descrita para este extracto, se obtuvo un extracto de coloracion
verde oscura con consistencia oscura, olor fuerte una vez fue evaporado para concentrarlo, con
muy escasa formacién de grumos los cuales disolvian facilmente, se mantuvo asi al ser

almacenado a 4°C en botella de vidrio color ambar con tapa.

Figura 8. Equipo utilizado en extraccion con etanol
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Fuente: propia.
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Figura 9. Aspecto final del extracto etandlico

Fuente: propia.

Obtencion del liofilizado y cuantificacion de la concentracién del extracto liquido

Una vez realizado el proceso de congelacién y posterior liofilizacion de una muestra de
5ml del extracto etandlico, se obtuvo un extracto seco de coloracién oscura y consistencia
resinosa, el cual, al ser pesado en una balanza analitica pesaba 0,221g. Ello indica gque el extracto

del cual fue recolectada la muestra para la liofilizacion posee una concentracion de 44,2mg/ml.

A partir de esta concentracion, se realizé una serie de diluciones y calculo de dosis para

administrar las establecidas a cada grupo de animales de prueba.
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Figura 10. Proceso de concentracion de extracto mediante rotavapor

Fuente: propia.

Figura 11.Proceso de congelamiento de la muestra con nitrégeno liquido

Fuente: propia.
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Figura 12. Proceso de liofilizacion

Fuente: propia.

Figura 13. Liofilizado obtenido

Fuente: propia.

A partir del peso obtenido en el extracto liofilizado, se calculé la concentracion del
extracto utilizado. Se dividieron los gramos obtenidos de sélido en el vial (0,221g), entre el
volumen inicial adicionado al liofilizador (5ml) y se obtuvo una concentracién del extracto

natural hidroalcohdlico de 44,2 mg/ml aproximadamente para la muestra de 5ml.



73

Segun Shayne, Crystal, Nicolas, Bart y Heide (2006) p. 504: La administracion de un
volumen de 2ml/kg de una solucion de etanol al 70 % a ratas de experimentacion, puede producir
hipoquinesia, disnea, distencion pulmonar e inflamacién abdominal. Por lo que al contar con un
volumen total de 300 ml de extracto disuelto en etanol al 80 %, fue necesario concentrar la
muestra hasta un volumen de 10 ml aproximadamente y posterior a esto reconstituir el extracto en

40 ml de agua destilada.

Identificacion de metabolitos secundarios

Identificacion de taninos

Se llevé a cabo la prueba con dicromato de potasio y Acetato de plomo al 5 % a los tres

extractos para la identificacion de la presencia de taninos

Figura 14. Identificacion de taninos en extracto acuoso

Fuente: propia.



Figura 15. Identificacion de taninos en extracto etandlico

Fuente: propia.

Figura 16. Prueba de dicromato de potasio en extracto etandlico (acercamiento)

.

Fuente: propia.
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Figura 17. ldentificacion de taninos en extracto etanolico con baja concentracion de

pigmentos
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Fuente: propia.

Para la identificacion de taninos se observa una coloracion pardo-amarillenta con
pequefias particulas precipitadas como prueba positiva en la reaccion con dicromato de potasio en
los tres tipos de extractos, debido a que los taninos forman una coloracién roja intensa y
formacion de leves precipitados al afadir sales de cobre, plomo y estafio y soluciones
concentradas de dicromato de potasio (Altamirano. A, 1968). Sin embargo, se observé una
coloracion y formacion de particulas mas pronunciada en el extracto etanolico lo cual podria ser
un indicador de una mayor concentracion de metabolitos secundarios de tipo taninos en la

muestra obtenida.

En el caso de la prueba de acetato de plomo al 5 % se observa una prueba positiva en los
tres extractos debido a la clara aparicion de un precipitado de coloracion clara al llevarse a cabo
la reaccion con el acetato de plomo. En la reaccion con extracto etanolico, se observa la
formacion de un precipitado de coloracion mas oscura en comparacion a los dos extractos

restantes lo cual se debe a la presencia de pigmentos naturales en el extracto.
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En el caso del extracto acuoso se observa una coloracion completamente clara,
consecuente a la baja cantidad de pigmentos naturales presentes en el extracto; asi mismo, en el
extracto con baja concentracion de pigmentos se observa una coloracion intermedia en términos
de claridad, debido a que este presenta una concentracion muy leve de pigmentos naturales por su

previo tratamiento con hexano.

Identificacion de saponinas

Se realizd la prueba de Liebermann-Burchard y de Salkowski para la identificacion de

metabolitos secundarios tipo saponinas a los tres extractos.

Figura 18. Pruebas de identificacion de saponinas en extracto acuoso
| & &

Fuente: propia.



Figura 19. Prueba de Liebermann-Burchard extracto etanolico

Fuente: propia.

Figura 20. Prueba de Salkowski extracto etandlico
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Fuente: propia.

Figura 21. Prueba de Liebermann-Burchard extracto etandlico con baja concentracion de

pigmentos
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Fuente: propia.
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Figura 22. Prueba de Salkowski en extracto etanolico con baja concentracion de

pigmentos

Fuente: propia.

Segun los resultados demostrados anteriormente, se observa que para la identificacién de
metabolitos secundarios tipo saponina en los tres extractos, hubo presencia de pruebas negativas
en el caso del extracto acuoso (Figura 18), lo cual indica que condiciones de extraccién como el
solvente, el método de extraccion utilizado y el tiempo de extraccion que se dejo funcionando el
equipo pudieron haber afectado en la cantidad de saponinas extraidas del material vegetal. Sin
embargo, en el caso del extracto etandlico, los resultados fueron positivos en las pruebas
realizadas, dando como solucion la presencia positiva de saponinas esteroidales. (Figuras 19-20).

En el caso del extracto tratado previamente con hexano para la eliminacion de pigmentos
se observd una prueba positiva con coloracion verde en la prueba de Liebermann-Burchard
(Figura 21). Sin embargo, en el caso de la prueba de Salkowski se observa una coloracion
verdosa no muy intensa (Figura 22), lo cual ofrece una menor fiabilidad de concentracion de
compuestos saponificables esteroidales en comparacion al extracto etanolico sin previo

tratamiento con hexano.

Segln Shanmugapriya, Saravana, Payal, Mohammed y Bennai (2011). pp. 2587-2589. Al

realizar andlisis fitoquimico de varias partes de la planta de A. heterophyllus, se utilizaron
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solventes acuosos, etandlico, etil acetato y en acetona de muestras vegetales provenientes de la
India demostraron que los extractos acuosos y etandlico poseen presencia de metabolitos
secundarios saponificables, no obstante, la fraccion etanolica del extracto obtenido demostro,
mediante analisis fotoquimicos previamente validados, una mayor concentracion de estos
compuestos en comparacion a la fraccion acuosa, lo cual justifica los resultados negativos en el

extracto acuoso para las pruebas de Liebermann-Burchard y Salkowski.

Sin embargo, segun las fuentes bibliograficas, puede existir cierta variabilidad de
metabolitos presentes en las plantas por causa de las regiones geogréficas en las que esté ubicada
la planta, en las cuales se toma en cuenta las condiciones climéticas y otros factores a los que se

somete la planta durante su crecimiento y maduracion.

Este argumento se evidencia al ubicarnos en los resultados obtenidos por El-Beshbishy et
al. (2011). pp. 789-790; en su analisis fotoquimico de especies de A. heterophyllus provenientes
de Aswan, Egipto, en el cual se evidencio una total ausencia de compuestos de tipo saponinas en

extractos obtenidos por maceracion con etanol al 80 %.

Identificacion de flavonoides

Se llevo a cabo la prueba de Shinoda para la identificacion de metabolitos secundarios
tipo flavonoides.

Figura 23. Prueba de Shinoda extracto etanélico



Fuente: propia.

Figura 24. Prueba de Shinoda extracto acuoso
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Fuente: propia.

Figura 25. Prueba de Shinoda en extracto con baja concentracion de pigmentos

Fuente: propia.
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De acuerdo con los resultados obtenidos en las pruebas realizadas para la identificacion de
flavonoides, se observa que para los tres casos se produjeron coloraciones distintas, en los casos
del extracto acuoso (Figura 24) y el extracto tratado previamente con hexano (Figura 25). Se
observaron coloraciones que no estan reportadas para ningan tipo de compuesto de tipo
flavonoide. Sin embargo, para el extracto etandlico (Figura 23) se observé una coloracion

amarillenta ocre, la cual es un indicador de presencia de varios tipos de flavonoides.

Segun Alvarez, N., Alvarez, B. y Pacheco (1996) p. 363: Los flavonoides son compuestos
metabolitos secundarios naturales que de acuerdo con su tipo de nucleo el cual corresponde a un
sistema C3-Cs-C3, de los cuales para ese entonces se conocian mas de 10 tipos, se clasifican en
compuestos tipo chalcona, isoflavonas, flavononas, entre otros. Segun lo anterior, existe una
varianza en la respuesta del compuesto ante la reaccion de Shinoda, por lo que los resultados
mostrados anteriormente para el extracto etanolico puede corresponder a la presencia de
compuestos flavonoides tipo isoflavonas, flavonoles y flavonas.

No obstante, en la actualidad, existen métodos mucho mas exactos para la cuantificacion
de tipo y concentracion de flavonoides presentes en un extracto natural, entre los cuales se
destacan principalmente espectrofotometria ultravioleta, espectrofotometria de masas, difraccion
de rayos X y resonancia magnética nuclear. Estos procedimientos cuantitativos no fue posible

realizarlos para esta investigacion debido a la dificultad de conseguir los equipos necesarios.

Cuantificacion por espectrofotometria infrarrojo

Se colocd la muestra que habia sido tratada previamente con la ayuda del SpeedVec la
cual una vez terminado el ciclo del equipo quedo al fondo del vial una pastilla himeda de
extracto (Figura 27), de la cual, con la ayuda de una espatula, se coloc6 una pequefia muestra en

el Infrarrojo.

Se utilizo el equipo SpeedVec (Figura 26) para este procedimiento y no los otros métodos
de concentracion del extracto utilizados anteriormente, debido a que este equipo posee capacidad

para viales de 1ml, pero su proceso de eliminacion de solventes usualmente es bastante efectivo.
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Se compararon los picos significativos obtenidos con los reportados en la literatura para el
B-sitoesterol, el cual segin Gupta, Kumar, Mishra y Prakash. (2010); es un esterol de estructura

similar al colesterol que se encuentra en las hojas de A. heterophyllus.

Figura 26. SpeedVec utilizado para la eliminacion de solventes

Fuente: Propia

Figura 27. Muestra obtenida del equipo SpeedVec

Fuente: propia.



85

Figura 28.Espectro IR del extracto de A. heterophyllus

Agilent Resolutions Pro

Reflectance

0.45[- 2017-10-16T15-12-59

0.40

0.351

0.30

0.25

0.201-

0.186f-

0.10 1084.660 0.5

-2979.661 0.519

0.05-

0.00

-...-.._._.-..__...__...—-..__..-._...P_._.-—..__——..__...p_.—-_—-..._...._..rhr_..

3800 3800 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800

Wavenumber

Name,

2017-10-16T18.12489 ——

i o s

Fuente: propia.



86

De acuerdo con lo observado en la Figura 28, las bandas de absorcion a destacar serian las
correspondientes a 3200-3400cm™ correspondiente a la elongacién O-H, absorcién a 2979cm™ y
a 2890 cm™ los cuales son resultado de la elongacién C-H alifético. La elongacién observada en
1645 cm™ corresponde a la elongacién C=C la cual posee una reflectancia de nivel medio. A
1456 cm™ se observa una frecuencia de flexion correspondiente a (CH,), ciclico. En 1390 cm™ se
observa una banda media de absorcidn correspondiente a —CH,(CHz)s.

Las elongaciones respectivas para los cicloalcanos se pueden observar a 1043 cm™ Las
vibraciones C-H de las regiones insaturadas de la molécula se pueden observar a 876 cm™ La
absorcion observada a 1084 cm™ es debida al enlace C-O.

Al comparar los resultados obtenidos con las bandas de absorcion reportadas para el
aislamiento del beta-sitosterol por parte de Kamboj y Kumar (2011) p. 95, se logra comprobar
una alta semejanza en los valores reportados anteriormente con los obtenidos por los autores de
referencia (Tabla 5). Sin embargo, futuros métodos de andlisis son necesarios para establecer de
manera especifica la presencia del compuesto beta-sitoesterol en el extracto natural obtenido de

A. heterophyllus.

Tabla 5. Comparacion de valores obtenidos por IR

Estructura Valor obtenido (cm™) Valor de referencia (cm™)
O-H 3200-3400 3373

C-H alifatico 2979y 2890 2940y 2867

Cc=C 1645 1641

(CHy)n ciclico 1456 1457

—CH3(CHj3), 1390 1381

Cicloalcano 1043 1038

C-H instauracion 876 881

C-O0 1084 1050-1150
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Ensayo animal

Una vez llevado a cabo el procedimiento experimental animal descrito en la metodologia
se obtuvieron los siguientes resultados al administrar el extracto a dosis de 250, 500 y 1000
mg/kg, ademas de la administracion del control positivo y control negativo, tomando valores de

glicemia a tiempos 0, 40, 70 y 100 minutos.

AYe U g/d 70 B 0
0 40 70 100 130 0 40 70 100 130

1 75 136 148 182 159 100,00 | 181,33 | 197,33 | 242,67 | 212,00
2 81 150 127 132 133 100,00 | 185,19 | 156,79 | 162,96 | 164,20
3 78 136 167 132 114 100,00 | 174,36 | 214,10 | 169,23 | 146,15
4 89 150 161 170 172 100,00 | 168,54 | 180,90 | 191,01 | 193,26
5 92 162 147 144 132 100,00 | 176,09 | 159,78 | 156,52 | 143,48

Promedio | 100,00 | 177,10 | 181,78 | 184,48 | 171,82

DS 0,00 6,42 24,47 | 35,02 | 29,98

Tabla 6. Valores de glicemia obtenidos para el tratamiento con Agua VO

En los resultados obtenidos en tratamiento con agua VO, se analizaron solamente los

resultados de cinco animales, debido a que un animal fallecié durante el ensayo.

Tabla 7. Valores de glicemia obtenidos para el tratamiento con glibenclamida

0 40 70 100 130 0 40 70 100 130

1 90 89 76 88 71 100,00 98,89 84,44 97,78 78,89
2 69 88 94 72 56 100,00 | 127,54 | 136,23 | 104,35 | 81,16
3 106 116 110 93 88 100,00 | 109,43 | 103,77 | 87,74 83,02
4 69 89 77 61 69 100,00 | 128,99 | 111,59 | 88,41 | 100,00
5 65 82 73 77 52 100,00 | 126,15 | 112,31 | 118,46 | 80,00
6 78 92 98 62 72 100,00 | 117,95 | 125,64 | 79,49 92,31

Promedio | 100,00 | 118,16 | 112,33 | 96,04 | 85,90

DS 0,00 | 11,97 | 17,89 | 13,97 | 8,42




Tabla 8. Valores de glicemia obtenidos del tratamiento con extracto a 250mg/kg

0 40 70 100 130 0 40 70 100 130
1| 77 | 170 167 152 125 100,00 | 220,78 | 216,88 | 197,40 | 162,34
2 | 95 | 150 131 128 118 100,00 | 157,89 | 137,89 | 134,74 | 124,21
3 | 92 | 168 159 141 133 100,00 | 182,61 | 172,83 | 153,26 | 144,57
4 | 75 | 160 145 139 129 100,00 | 213,33 | 193,33 | 185,33 | 172,00
5 | 84 | 161 162 156 129 100,00 | 191,67 | 192,86 | 185,71 | 153,57
6 | 67 | 155 151 151 120 100,00 | 231,34 | 225,37 | 225,37 | 179,10
Promedio | 100,00 | 195,37 | 184,46 | 176,88 | 154,69
DS 0,00 27,33 | 31,63 | 32,21 | 19,89
Tabla 9. Valores de glicemia obtenidos del tratamiento con extracto a 500mg/kg
0 40 70 100 130 0 40 70 100 130
1| 88 | 137 130 130 122 100,00 | 155,68 | 147,73 | 147,73 | 138,64
2 | 87 | 155 66 108 79 100,00 | 178,16 | 75,86 | 124,14 | 90,80
3| 78 | 156 127 107 127 100,00 | 200,00 | 162,82 | 137,18 | 162,82
4 | 9 | 163 132 122 143 100,00 | 169,79 | 137,50 | 127,08 | 148,96
5| 8 | 154 160 155 145 100,00 | 173,03 | 179,78 | 174,16 | 162,92
6 | 84 | 150 139 117 135 100,00 | 178,57 | 165,48 | 139,29 | 160,71
Promedio | 100,00 | 175,87 | 144,86 | 141,60 | 144,14
DS 0,00 14,47 | 36,85 | 18,10 | 27,84
Tabla 10. Valores de glicemia obtenidos dell tratamiento con extracto a 1000mg/kg
oD DOC o X ento
0 40 70 100 130 0 40 70 100 130
1| 8 | 155 144 128 122 100,00 | 180,23 | 167,44 | 148,84 | 141,86
2 | 75 | 170 148 150 165 100,00 | 226,67 | 197,33 | 200,00 | 220,00
3 | 73 | 188 160 118 113 100,00 | 257,53 | 219,18 | 161,64 | 154,79
4 | 65 | 172 167 158 147 100,00 | 264,62 | 256,92 | 243,08 | 226,15
5 | 67 | 151 168 167 141 100,00 | 225,37 | 250,75 | 249,25 | 210,45
6 | 8 | 160 153 146 142 100,00 | 186,05 | 177,91 | 169,77 | 165,12
Promedio 100,00 | 223,41 | 211,59 | 195,43 | 186,40

88
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| | | | | Ds | 0,00 | 3503 | 37,24 | 42,80 | 36,67 |

Figura 29. Porcentaje de aumento de glicemia vs tiempo
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Fuente: propia.

En los aspectos toxicologicos evaluados para las distintas dosis siguiendo como referencia
la tabla otorgada por el LEBi-UCR (Figura 2), no se obtuvo ningun parametro con gravedad 1 o
mayor, lo cual indica que las dosis administradas no presentan toxicidad evidenciada hasta el
momento con las dosis utilizadas, es necesario el ahondamiento en este aspecto del extracto
mediante la administracion de dosis mayores (5 000 mg/kg) y con periodos de observacion
mucho mayores mediante los cuales se pueda analizar con mas detenimiento aspectos tales como
pérdida de peso, diarrea, entre otros. De manera que se pueda definir con certeza a que

dosificaciones el extracto puede ser nocivo para la salud e incluso letal.

En los aspectos hipoglicemiantes, de acuerdo con lo observado en los resultados
anteriores y en el andlisis estadistico (Anexo 1), se observo que en el caso de la administracion de
agua via oral, como control negativo, los valores de glicemia estuvieron bastante altos debido a la
carga de almidon administrada a los animales, y se observaron disminuciones en la recta de
porcentaje de aumento de glicemia vs tiempo (Figura 29), hasta tiempos de 130 minutos, esto
debido a mecanismos fisiologicos normales de captacion de glucosa por parte de la insulina,.

Estos resultados otorgan un control negativo a partir del cual se analizaron estadisticamente los



90

resultados, porque a partir de este comportamiento cualquier diferencia estadisticamente
significativa se considera como la presencia de bioactividad por parte de la sustancia utilizada.

Para el caso de la administracion de glibenclamida, se observo en la grafica de porcentaje
de aumento de glicemia vs tiempo que la recta se mantiene en valores bajos en todos los tiempos
y se obtuvo en el analisis estadistico valores significativos de P<0.05 en todos los tiempos menos
el tiempo 0, lo cual se justifica siendo este un medicamento altamente comercializado para su uso
en pacientes diabéticos. Sin embargo, estos resultados otorgaron un control positivo al ensayo

realizado.

En el caso de la administracion del extracto a dosis de 250 mg/kg, se obtuvo a partir del
analisis estadistico que el porcentaje de aumento de glicemia no tuvo valores estadisticamente
significativos. Pero, al observar el comportamiento de la recta en la gréafica de porcentaje de
aumento de glicemia vs tiempo (Figura 29), se observa que la recta disminuye en tiempos en los
que el control negativo no lo hace y que en todo momento a partir de los 40 min esta fue
decreciente, lo cual indica que si se presento una actividad bioldgica por parte del extracto a esta
dosis pero que el efecto no tiene tal magnitud de manera que ofrezca valores estadisticamente
significativos para ser catalogado como una actividad biolégica notable, por lo que se declara que

a esta dosis el extracto no tiene un efecto terapéuticamente valido.

En la administracion del extracto a los animales, en dosis de 500 mg/kg, se observaron los
mejores resultados, siendo que para esta dosis el analisis estadistico demostrd que el extracto de
A. heterophyllus tuvo una inhibicion del aumento de glicemia especifico a tiempos de 70 y 100
minutos, siendo esta una disminucion de casi el 40 % de la glucosa en sangre con respecto al
valor del control negativo, lo cual establece que el extracto si posee un efecto terapéuticamente
significativo a dosis de 500 mg/kg al analizarlo estadisticamente, asi mismo se observa en la
gréfica de porcentaje de aumento de glicemia vs tiempo, que la recta decrece a partir de los 40
minutos y se mantiene en valores estables de glucosa en sangre hasta los 130 minutos. Esto es un
indicativo de que el extracto a esta dosis posee capacidades de mantener niveles estables de

glucosa en sangre.

No obstante, para aseverar esta afirmacion como un uso oficial del extracto, es necesario
llevar a cabo un ensayo en el que la metodologia permita analizar el comportamiento de la

glicemia, una vez administrado el extracto, por un tiempo mas prolongado, con el fin de
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evidenciar que el comportamiento de esta recta se mantendrd en niveles estables de glicemia

independientemente de mecanismos fisioldgicos habituales de metabolismo de glucosa.

Para el caso de la administracion del extracto en dosis de 1000 mg/kg, se observo en la
recta obtenida en el gréfico de porcentaje de aumento de glicemia vs tiempo, que inicialmente a
los 40 minutos hubo un incremento significativo en los niveles de glucosa en sangre, esto puede
deberse a la cantidad de azucares naturales que usualmente pueden contener este tipo de
extractos, los cuales causan un pico de glicemia al administrarse simultdneamente la carga de

almidon

No obstante, después de este tiempo, se observa que la recta posee un comportamiento
decreciente aunque no muy significativo. Esto puede deberse a que, aunque el extracto
igualmente posee actividad bioldgica hipoglicemiante, la cantidad de glucosa administrada entre
el extracto y el almidén sobrepasan esta cantidad, por lo que se establece que el extracto a esta

dosis ya no posee una actividad terapéuticamente significativa.

Igualmente, en el analisis estadistico de la administracion del extracto a dosis de 1000
mg/kg no se obtuvieron valores estadisticamente importantes, los cuales nos indiquen que a esta
dosis existe un efecto terapéutico viable. Mas bien, se obtuvieron valores de diferencia
significativa, pero hacia el aumento de glicemia, aumentando casi en un 45 % la cantidad de

glucosa en sangre a los 40 minutos.

A partir de estos resultados, se comprueba la actividad bioldgica hipoglicemiante dosis-
dependiente que posee el extracto hidroalcohélico de hojas maduras de A. heterophyllus, en dosis
de 500mg/kg. Sin embargo, el mecanismo de accién responsable de esta actividad ain permanece

desconocido.

De acuerdo con lo obtenido por Kotowaroo et al. (2006), esta planta posee componentes
que han demostrado tener una accion inhibitoria sobre la enzima a-amilasa; de manera que en
este ensayo se utilizé almiddn con el fin de observar si el extracto posee componentes que actien
sobre las enzimas encargadas de degradar los azucares a nivel gastrointestinal, tales como la a-
amilasa y a-glucosidasa. De esta forma, al inhibir las enzimas no habria degradacion del almidon
en glucosa y como consecuencia no se daria absorcion completa de carbohidratos lo que evitaria

un aumento de la glicemia.
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Sin embargo, al observar los resultados obtenidos y discutidos anteriormente, se evidencia
que el extracto comenzé su accion bioldgica a partir de los 40 min en todos los casos. Se observo
que en todas las rectas del grafico de porcentaje de aumento de glicemia versus tiempo, a los 40
minutos hubo un pico de glucosa en sangre, lo cual indica claramente que el almidon si se
degrad6 y que los carbohidratos fueron absorbidos a nivel gastrointestinal. De esta forma, se
descarta este mecanismo de accién como el responsable de la actividad hipoglicemiante del

extracto hidroalcohdlico de hojas de A. heterophyllus.

Esto deja como posibles mecanismos de accion del extracto varias opciones que requieren
futuras investigaciones para definir cual o cuéles son los responsables de causar el efecto
hipoglicemiante, entre ellos se pueden encontrar un aumento de la captacion de glucosa libre en
sangre, un aumento en la liberacion de insulina por parte de las células pancreaticas, aumento del
efecto incretina o una disminucion de la reabsorcion de glucosa. Asi mismo, se encuentra la
posibilidad que el mecanismo de accion no se relacione con ninguno de los mecanismos
reportados como tratamiento convencional de la diabetes, sino que sea un mecanismo de accion

completamente distinto.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se concluye, tomando en cuenta los resultados obtenidos gracias a la metodologia que se
planted en esta investigacion, que existe una excelente efectividad en utilizar un modelo animal
para obtener resultados confiables mediante los cuales se logra validar el procedimiento de

elaboracion de un producto natural hipoglucemiante a base de A. heterophyllus.

La conclusion anterior se evidencia al haberse realizado una correcta validacion de los
procesos de recoleccion, preparacion de la muestra vegetal, método de extraccion de los
componentes activos, identificacion y cuantificacion de la presencia de metabolitos secundarios y
finalmente su evidencia de la bioactividad que posee el extracto vegetal que se obtuvo bajo las

condiciones establecidas.

De estas condiciones, se analiz6 que la importancia de llevar a cabo los procedimientos de
una correcta recoleccion y preparacion de la muestra vegetal son de suma importancia debido a
que la recoleccion del material de una planta, la cual no se encuentre en su estadio de crecimiento

adecuado podria variar la bioactividad.

Asi mismo, una vez recolectado el material vegetal, se definié la importancia de la
autenticacion de la muestra por parte de un profesional en el area de botanica o ingenieria
forestal, el cual tenga la formacion suficiente para ofrecer informacion confiable; esto debido a
que en muchos casos las diferentes plantas pertenecientes al mismo género o familia poseen
similitudes en su anatomia vegetal. Sin embargo, al ser autenticada la planta, se pueden sefialar

los resultados con completa fiabilidad a la especie que se esta investigando.

Igualmente, se destaca que puede ser de gran impacto negativo la omision del proceso de
limpieza y posterior secado de la muestra vegetal, debido a que mediante la limpieza adecuada se
evita la formacion de factores contaminantes del extracto final, asi como el desarrollo de hongos

0 presencia de tierra 0 polvo en la muestra vegetal. Pero, el proceso de secado no se recomienda
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realizarlo a temperaturas muy altas debido a que algunos metabolitos secundarios en su estado

natural pueden ser termolabiles.

Antes de colocar la muestra vegetal en el equipo de extraccion, es necesario seleccionar
un método en el cual la superficie de contacto del material vegetal con el solvente utilizado sea la
mayor posible para extraer la mayor cantidad de componentes y, asi mismo, reducir el tiempo
necesario con el fin de obtener un extracto con concentraciones capaces de realizar una actividad

bioldgica efectiva.

A la hora de seleccionar el solvente, fue critico tomar en cuenta la polaridad del solvente
utilizado, asi como las propiedades fisicoquimicas de los compuestos que se han reportado para
esta planta. De la misma manera, se deben tomar en cuenta los solventes utilizados en
investigaciones antecedentes; sin embargo, no se debe limitar a los que estos reportan ya que el
reto del disolvente a utilizar aplica de manera distinta a cada investigacion debido a que este se

desenvuelve principalmente en el fin farmacoterapéutico que se desee obtener.

Para esta investigacion, se determind que el solvente a utilizar mas adecuado, entre los
que se utilizaron (etanol y agua), fue el etanol debido a que en las pruebas de identificacion de
metabolitos secundarios obtuvo una mayor cantidad de pruebas positivas en comparacion al

extracto acuoso.

Respecto al método de extraccion, se concluye que este es un determinante primordial de
la calidad de extracto que se va a obtener, debido a que si se realiza de manera incorrecta o sin la
pericia adecuada se puede desencadenar una baja o nula eficacia farmacoldgica. Sin embargo,
concluir que el método utilizado en esta investigacion fue el 6ptimo es invalido, debido a la
extensa variedad de métodos de extraccion que se han desarrollado hasta hoy, de los cuales
muchos y probablemente los de mayor eficacia requieren de equipos de alto costo y de uso

principalmente industrial.

Los métodos de analisis cuantitativo de sustancias presentes, ya sea de identificacion de
grupos funcionales o de analisis de concentracién de sélidos en el extracto, pueden ser muy
variables debido a la dificultad que en ocasiones se presenta, dado que para la mayoria de pruebas
de andlisis cuantitativo se requiere de equipos especiales los cuales en su mayoria poseen un

costo elevado. Sin embargo, es de suma importancia realizar estas pruebas debido a que estos



95

ofrecen informacion vital de que tan eficaz es el método de extraccion y en el caso de revelar una
bioactividad del extracto vegetal, poder sefialar sustancias organicas responsables del efecto

farmacoldgico.

Gracias a los métodos de andlisis fitoquimico realizados en esta investigacion, se
concluyé que el extracto hidroalcohdlico de hojas maduras de A. heterophyllus posee un esterol
identificado como el B-sitoesterol, el cual ha reportado tener actividad hipolipidemica; sin

embargo, son necesarios futuros estudios que analicen esta actividad bioldgica especifica.

Todos los equipos utilizados para analisis de muestras o procedimientos experimentales
deben ser previamente validados antes de ser utilizados por el investigador, debido a que muchos
equipos pueden descalibrarse facilmente o no encontrarse en las condiciones adecuadas para el
estudio que se necesite. Esto puede causar la obtenciéon de resultados no validos que pueden

causar confusion a los lectores.

Estas condiciones se ultiman como condiciones bajo las cuales el extracto obtenido posee
estabilidad y principalmente actividad bioldgica, la cual le brinda una gran capacidad como
objetivo de futuras investigaciones con el fin de refinar el método y continuar con el proceso
oficial de elaboracion de un producto natural, el cual constituya una terapia farmacoldgica

alternativa para personas diabéticas, prediabéticas y no diabéticas.

Es de suma importancia a la hora de realizar una investigacién que involucre un modelo
animal, la capacitacion en el area por parte del investigador, asi como la presencia de un
supervisor con amplia experiencia en el area, debido a que la experimentacién con animales es un
proceso complejo que involucra muchos factores los cuales se deben analizar cuidadosamente
con el fin de lograr una metodologia animal, que cumpla con los estandares bioéticos y los
principios establecidos para que el investigador obtenga resultados 6ptimos bajo el método mas

adecuado y con la menor cantidad posible de animales de experimentacion.

A la hora de administrar cualquier sustancia a un animal de experimentacion, en este caso
ratas, se concluye que es primordial tomar en cuenta los volimenes admitidos para cada especie,
debido a que una administracion excesiva no planeada de cualquier sustancia a un animal podria
causarle afectaciones a nivel gastrointestinal causandole dolor y comprometiendo el ensayo que

se realiza.
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Si se utiliza un extracto, el cual se encuentra disuelto en alguna sustancia que le pueda
causar alteraciones fisioldgicas al animal, como lo fue en este caso el etanol al 80 %, es necesario
realizar un ajuste del volumen administrado de extracto vegetal con el fin de no darle al animal
una cantidad superior a la tolerada, lo cual como consecuencia podria llevar al animal hasta un

estado de toxicidad tal que le ocasione la muerte.

Como adicion a la conclusion anterior, se dedujo que concentrar el extracto de manera
que se elimine en su mayor cantidad posible el solvente o sustancia que le puede causar
alteraciones indeseadas al animal es de gran ayuda, dado que asi se obtiene una mayor cantidad
de miligramos de extracto en un menor volumen. Se ofrece la posibilidad de dar una dosis

adecuada en un bajo volumen.

Una vez obtenidos los animales en su etapa de crecimiento deseada para el ensayo, es
importante que el investigador que va a administrar los tratamientos se familiarice por un tiempo
con los animales que se van a utilizar, debido a que ellos desarrollan un nivel superior de
confianza hacia la persona y el investigador puede observar los comportamientos tipicos de estos
animales al estar en bienestar fisico y mental, de manera que se evita un exceso de nerviosismo
por parte de los animales y se logra una mayor observacion de cambios conductuales o

alteraciones en el animal que se aprecien a simple vista.

A la hora de administrar los tratamientos, es de estricta importancia que todos los
animales hayan pasado por un lapso de ayuno del mismo tiempo, en caso de que el modelo lo
requiera, con el fin de establecer un estado similar en cuestion de glicemia y reducir variaciones

que puedan comprometer la fiabilidad de los resultados obtenidos en cada grupo de animales.

Se debe contar con los equipos necesarios para administrar los tratamientos a los
animales, dado que una mala administracién que involucre un estrés adicional al animal puede
causarle dafios y provocar derrames o contaminacion del tratamiento. Estos equipos abarcan
desde las canulas para la administracion via oral hasta dispositivos de inmovilizacion que posean

las dimensiones adecuadas para el animal que se utiliza.

La seleccion y la preparacion de un método estadistico de analisis de resultados que se

adapte a la metodologia que se utiliza es de suma importancia con el fin de interpretar los
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resultados de la mejor manera, asi como la correcta confeccion de tablas y graficos con el fin de

que el investigador y los lectores puedan interpretar con facilidad los resultados obtenidos.

Se concluyd que el extracto hidroalcohdlico de A. heterophyllus posee una eficacia
hipoglicemiante a dosis de 500 mg/kg capaz de mantener niveles estables de glicemia a partir de
los 70 minutos de administrado, al punto de reducir hasta en un 40 % los niveles de glucosa en

sangre a los 100 minutos de administrado.

Con respecto a la toxicidad del extracto, se determin6é que a dosis de 1000 mg/kg el
extracto no presento signos de toxicidad en los animales a los que se le administro esta dosis. Sin
embargo, estudios en los que se utilicen dosis méas altas son necesarios con el fin de determinar

una dosis toxica y en qué aspectos fisioldgicos afecta esta toxicidad.

Se establecié que, de acuerdo con los resultados obtenidos, el extracto obtenido en esta
investigacion constituiria una terapia significativamente efectiva al ser utilizado en terapia
combinada con otros medicamentos utilizados para el tratamiento de la diabetes, debido a que
este demostré la capacidad de mantener niveles estables de glicemia durante todo el ensayo.

Al comparar los resultados obtenidos del extracto versus los obtenidos por la
glibenclamida, se observo que la glibenclamida mantiene una mucho mayor efectividad al reducir
los niveles de glucosa en sangre. Sin embargo, los comportamientos de las rectas de ambos
tratamientos se mantienen de manera similar a lo largo del tiempo, lo cual indica que el extracto
utilizado tiene el potencial para llegar a una mayor eficacia terapéutica mediante el refinamiento

del producto natural.

Resaltando lo descrito anteriormente, se concluye que a partir del extracto obtenido en
este proyecto se puede continuar con la investigacién al punto de definir el método para realizar
una formulacion completa, la cual culmine en una forma farmacéutica oficial capaz de ser

registrada como terapia antidiabética efectiva.

Recomendaciones

Es de suma importancia la actitud autodidacta, por parte del investigador, al realizar un

proyecto de este tipo, dado que cualquier paso que se tome en el avance de la investigacion debe
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llevarse a cabo con criterio cientifico y, si es posible, con base en evidencia reportada
anteriormente por la literatura para evitar una gran cantidad de inconvenientes que comprometan

la investigacion.

Se recomienda ampliamente incentivar a estudiantes de Farmacia y también a
profesionales llevar a cabo investigaciones de caracter exploratorio, debido a la amplia cantidad
de sustancias farmacoldgicas que ain permanecen en la naturaleza sin ser estudiadas o con poca
observacion por parte de investigadores anteriores, que poseen potencial de brindar un aporte a la

salud.

Se invita a los estudiantes que se encuentren interesados en realizar investigaciones que
involucren areas en las que su institucion no este del todo desarrollada, acudir a instituciones o
profesionales que posean la capacidad de aportar un avance en su investigacion. De esta manera,
se construirian relaciones entre representantes de instituciones que ayuden a mejorar la calidad de

investigaciones que se lleven a cabo.

A la hora de llevar a cabo una investigacion, que involucre material vegetal o plantas, se
recomienda mantener la mayor higiene posible, debido a que es conocido que estos materiales

provienen de un ambiente en el cual abundan los factores contaminantes.
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Anexo 1. Datos tabulados del analisis estadistico ANOVA de dos vias con la prueba de
Bonferroni post-hoc.

2way ANOVA
Tabular results

1 |Table Analyzed Data 1l

2

3 |Two-way RM ANOVA Matching by cols

4

5 |Source of Variation % of total variation P value

6 | Interaction 10.34 <0.0001

7 | Time 32.80 <0.0001

8 | Column Factor 34.75 <0.0001

9 Subjects (matching) 12.8023 <0.0001

10

11 |Source of Variation P value summary Significant?

12 | Interaction oAk Yes

13 | Time roxk Yes

14 | Column Factor rEE Yes

15 | Subjects (matching) *Ex Yes

16

17 |Source of Variation Df Sum-of-squares |Mean square |F
18 | Interaction 16 34040 2128 6.643




19 | Time 4 108000 27010 84.34

20 | Column Factor 4 114500 28620 16.29

21 | Subjects (matching) 24 42170 1757 5.486

22 Residual 96 30750 320.3

23

24 [Number of missing values 0

25

26 |Bonferroni posttests

27

28 [Control - vs Glibenclamida

29 [Column Factor Control - Glibenclamida Difference 95% Cl of diff.
30 | Omin 100.0 100.0 0.0000 -46.10 t0 46.10
31 | 40 min 177.1 118.2 -58.94 -105.0t0 -12.84
32 | 70 min 181.8 112.3 -69.45 -115.5t0-23.35
33 | 100 min 184.5 96.04 -88.44 -134.5t0-42.34
34 | 130 min 171.8 85.90 -85.92 -132.0t0 -39.82
35

36 |Column Factor Difference t P value Summary

37 | Omin 0.0000 0.0000 P>0.05 ns

38 | 40 min -58.94 3.949 P<0.001 *xk

39 | 70 min -69.45 4.653 P<0.001 *Ak

40 100 min -88.44 5.925 P<0.001 *xk

41 | 130 min -85.92 5.756 P<0.001 ok

42

43 |Control - vs Extracto 250

44 |Column Factor Control - Extracto 250 Difference 95% ClI of diff.
45 | 0 min 100.0 100.0 0.0000 -46.10t0 46.10
46 | 40 min 177.1 199.6 22.50 -23.60 to 68.60
47 | 70 min 181.8 189.9 8.080 -38.02t0 54.18
48 | 100 min 184.5 180.3 -4.176 -50.28 t0 41.92
49 130 min 171.8 156.0 -15.85 -61.95t0 30.25
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50

51 |Column Factor Difference t P value Summary

52 | O0min 0.0000 0.0000 P>0.05 ns

53 | 40 min 22.50 1.508 P >0.05 ns

54 | 70 min 8.080 0.5413 P>0.05 ns

55 | 100 min -4.176 0.2798 P >0.05 ns

56 | 130 min -15.85 1.062 P>0.05 ns

57

58 |Control - vs Extracto 500

59 |Column Factor Control - Extracto 500 Difference 95% Cl of diff.
60 | 0 min 100.0 100.0 0.0000 -38.03 to 38.03
61 | 40 min 177.1 175.9 -1.230 -39.26 to 36.80
62 | 70 min 181.8 144.9 -36.92 -74.94 t0 1.108
63 | 100 min 184.5 141.6 -42.88 -80.91 to -4.855
64 | 130 min 171.8 144.1 -27.68 -65.70 t0 10.35
65

66 |Column Factor Difference t P value Summary

67 | O min 0.0000 0.0000 P >0.05 ns

68 | 40 min -1.230 0.1015 P >0.05 ns

69 | 70 min -36.92 3.045 P <0.05 *

70 | 100 min -42.88 3.537 P<0.01 ok

71 | 130 min -27.68 2.283 P>0.05 ns

72

73 |[Control - vs Extracto 1000

74 [Column Factor Control - Extracto 1000 Difference 95% ClI of diff.
75 | Omin 100.0 100.0 0.0000 -46.10 to 46.10
76 | 40 min 177.1 223.4 46.31 0.2109 to 92.41
77 | 70 min 181.8 211.6 29.81 -16.29to 75.91
78 | 100 min 184.5 195.4 10.95 -35.15to 57.05
79 | 130 min 171.8 186.4 14.58 -31.52 to 60.68
80

81 [Column Factor Difference t P value Summary

82 | Omin 0.0000 0.0000 P >0.05 ns

83 | 40 min 46.31 3.103 P <0.05 *
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84 | 70 min 29.81 1.997 P>0.05 ns
85 | 100 min 10.95 0.7337 P >0.05 ns
86 | 130 min 14.58 0.9766 P>0.05 ns
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