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I. Resumen

ANTECEDENTES. la duabetes melhitus es una enfermedad que se caractenza por
hiperglucemia cronica, , por lo que el estudio de las plantas que presentan actividad hipoglucemiante
representan una alternativa mas para su tratamiento, aportando las bases necesanas para el asslamiento
e identificacion de sustancias hipoglucemiantes activas que justifiquen su uso terapéutico con el fin de
mantener la concentracion de glucosa dentro de los miveles adecuados.

OBJETIVO. Evaluar el efecto hipoglucemante de extractos obtemdos de Colubrina elbpiica en un
modelo de ratas hipesglicémicas.

METODO. Se llevé a cabo un estudio de tipo experimental, prospectivo, longitudinal y
comparativo de una poblacion de 140 ratas wistar hembras, con un peso de 220 — 450 g, sanas.
Las vanables independientes fueron el extracto y dosis del mismo, asi como las nfusiones y el
volumen administrado. Mientras que la variable dependiente fueron los niveles de ghicosa en sangre.
Los resultados fueron tratados estadisticamente medumnte el paquete estadisico SPSS (Statistical

Package for Social Sciences) version 10 para windows. La sigmficanca de las diferencias entre las
medias de los grupos estudiados fue establecida por un anahsis de vananza (ANOVA) manejando una
confianza de 95% , & = 0.05 y P< 0.05.

RESULTADOS. La Cofubrina elfptica posee actividad hipoghucerante, dicha actrvidad se observé
cuando se realizé un estudio piloto de una infusion de 14 g de corteza en 50 mL de agua hervida por 1
minuto y se compard con dos grupos como controles positivos (ammales tratados con tolbutamida y
glibenclamida) y un grupo control El efecto hipoglucemiante se observo a los 60 y 120 minutos (al
probar los extractos, las muestras se tomaron 2 estos tiempos). Los resultados de dicho estudio dieron
pauta para la separacion de la planta, de la cual se obtuvieron diferentes extractos, y de aqui se denvé
el presente estudio.

Se probaron los extractos etandlico, metandhico y aguas madres del extracto etandhico y la glucemia no
disminuy6 en forma significativa, al contratio hubo un aumento en la concentracion a los 60 minutos
para las aguas madres al manejar una dosis de 20 mg / Kg de peso.

Al no observar una disminucion en la glicemia se procedio a evaluar el extracto etandlico en dosis
superiores, sin embargo, los resultados de este ensayo tampoco revelaron la actvidad de la planta, al
contrario la glucemia aumento a los 120 miutos en el grupo tratado con 80 mg de extracto / Kg de
peso.

Al no obtener resultados que sustentaran el objetivo del proyecto se proba la planta en mfusion con el
fin de emitir una conclusion, para esto se prepararon diferentes mfusiones en las cuales se modifico la
cantidad de corteza y iempo de coccion.

Al realizar el ensayo de la infusion preparada en igual forma que el estudio piloto, el efecto se observo
a los 180 minutos despues de admmistrar 0.25 mL de mfusion, mientras que en hs otras dos
infusiones probadas la glucemia no disminuyo, solamente hubo un aumento en la concentracion de
alfa amilasa en la mfusion preparada a partir de 28 g de corteza en 50 ml de agua hervida por 1
minuto.

CONCLUSIONES. La Colubrina elfptica posee actividad hipoglucemiante, dicha actwvidad es
dependiente del tratamiento que se da a la planta, asi como también de la cantidad de corteza utilizada.
Los niveles de alfa amilasa presentan una tendencia a elevarse y esta al parecer es dependiente de la
dosis y tipo de extracto, es probable que esta enzma juegue un papel importante en el
enmascaramiento del efecto hipoglucemiante (dada su actividad). No se observé evidenca de la
actividad de la planta en los extractos probados, por lo que los resultados indican que la actividad
puede estar dada por un grupo de sustancias destinadas a ese fin. La dosis, asi como el tratamiento,
son factores determinantes para que esta se presente. 3



I1. Introduccion

Uno de los problemas mas importantes a nivel mundial, que muestra elevados indices de prevalencia y
mortalidad que por ende se convierte en un seno problema de salud publica que afecta a todas las
sociedades sin importar su estado de desarrollo es la diabetes mellitus. Alrededor del 8.2% de la
poblacion entre 20 y 69 afios padece diabetes y, cerca del 30% de los indrviduos afectados desconoce
que la tiene. Esto significa que en nuestro pais existen mas de cuatro mullones de personas que
padecen esta enfermedad, de las cuales poco mas de un millon no han sido diagnosticadas. La
mortalidad por esta causa muestra un incremento sostenido durante las Gltimas décadas, hasta llegar 2
ocupar el tercer lugar dentro de la mortalidad general.

El diagnéstico precoz y un buen control de la enfermedad, encaminado a mantener la glucosa dentro
de los niveles adecuados ( 60 - 110 mg / dL ), son condiciones necesanas para que el enfermo con
diabetes mellitus pueda tener una buena cahdad de vida al evitar o retrasar las complicaciones y
disminuir la mortahidad por esta causa.

El tratamiento farmacolégico incluye agentes hipoglucemiantes orales y/o myecciones de msulina, sin
embargo, por muchos afios en México se han utilizado phntas en el tratamiento de dicho
padecimiento. La mformacion etnobotanica mundial reporta al menos 800 plantas utlizadas en el
control de la diabetes y aproximadamente 150 de éstas existen en México; no obstante, solamente un
pequedio nimero de ellas han sido estudiadas y no existen datos cientificos que sustenten su actividad
hipoglucemiante, tal es el caso de la Colubrina ellptica.

La Colubrina elliptica conocida también como “Amole”, “Palo de Amole”, “Sacna-che” o “Palo de
arco”, se ha utilizado para el tratamiento de diversos padecimientos como: fiebre, dlceras gastncas y
para nuestro interés, se tiene el conocimiento de que en regiones muy locahzadas de Tamauhpas y el
norte de Veracruz se utiliza como una alternativa en el tratamiento de la diabetes. De aqui la
importancia de valorar el efecto hipoglucemiante de difefentes fracciones obtenidas de dicha planta, a
fin de ofrecer una alternativa mas en ¢l control de la enfermedad, con e propésito de reduair las
complicaciones que la acompanan y por consiguiente los mdrwces de mortalidad.



I1I. MARCO TEORICO

III.1  Antecedentes histéricos

En 1862, George Ebers descubno en una tumba de Tebas, en Egipto, un pequeno papiro que fué
escrto aproximadamente en el afno 1550 a.C. Este documento descnbe la enfermedad que se
caracteniza por la abundante emision de onna y recomienda para su tratameento el uso de extracto de
plantas. Hasta la actualidad, el papiro de Ebers constituye la primera referencia historica de la diabetes,
hace nada menos que 3500 afios.

Los médicos hindaes, por otra parte, describen en los libros que datan del afio 600 a.C. la existencia de
unos enfermos que padecen de sed, adelgazan ripwdamente, pierden fuerzas y emiten una onna que
“atrae a las hormigas por su sabor dulce”.

Estas referencias significan que los sintomas de la enfermedad son conocaidos desde hace muchisimos
afos.

El término diabetes (que e:gmﬁa:a ‘pasar a través”) no fue acufiado hasta el siglo 11 a.C. por Aretacos de
Capadocia. Este personaje tiene un lugar de honor en esta pequefia histona gracias a la excelente
definicion que hizo de la enfermedad: “La diabetes es una delicada afeccion en la que las carnes se
funden por la onna. Los pacientes nunca paran de beber agua; su vida es corta y penosa; padecen
nduseas, inquietud, una sed ardiente, y no tardan mucho tiempo en monr”.”

Galeno, en el siglo 11, mterpretd que la diabetes era producida por la incapacidad del mion para
retener agua, y esta idea, en cierto modo erronea, persistio durante 15 siglos.

Von Hohenheim, que alrededor de 1520 evapora la onna y describe un residuo salino, mterpretando
que la diabetes es causada por una enfermedad del afion, el cual extrae una excesiva cantidad de sal del
Organismo.

A Von Hohenheim le falté la osadia que tuvo Thomas Willis en 1674,¢l cual probo la orina de los
diabéticos, redescubnendo (2200 afios después que los hindies) que la onna tenia sabor dulce.

No fue sino hasta 1775 en que Mathew Dobson descubnié que el sabor dulce de la onna era debido a
la presencia de azicar, comprobandolo igualmente en la sangre de los pacentes diabéticos. Dobson
concluyé que “la pérdida de peso y fuerza de los diabéticos era la consecuencia de la pérdida de
material nutritivo por la orina”.

Los grandes avances en la fisiologia que se producen en el siglo XIX remueven una gran cantidad de
conceptos en medicina que se mantenian ain desde la época romana. Los cxpeﬁrrmtm de Claude
Bernard demuestran en 1848 que el aziicar puede ser formado en el higado a partir de proteinas y
lipidos y ser secretado a la circulacion, y que éste fenbmeno (denominado gluiconeogénesis) se produce
incluso cuando la dieta esta exenta de azacar.™



En 1869, Paul Langerhans, que tenia entonces 22 afios publico su tesis doctoral sobre histologia del
pancreas. Langerhans describié unos grupos de células en forma de pequenas sshas, independientes del
resto de la estructura de la glandula y cuya naturaleza y funcion (segun propias palabras) “no soy capaz
de explicar”.

En 1889 persistia la discusion sobre si el pancreas era 0 no necesano pana la vida. En este caso, la
polémica la mantenian Von Menng y Mmnkowsky, al realizar pancreatectomias en animales
comprobaron que la onna de estos tenia gran cantidad de azicar y, después de repetir en vanas
ocasiones el expenmento, escribio “después de la pancreatectomia total, los perros se vuelven
diabéticos”. No se trata (sigue diciendo) de una glucosunia transitoria, sino que corresponde a la forma
mis grave de diabetes en humanos”.

Estos experimentos apuntaban sin ninguna duda al pancreas como pnncipal responsable de la
diabetes, aunque faltaba todavia el cémo. El propio Mmkowsky contribuyd a resolvedo llevando a
cabo autotransplantes de pancreas.

Todo hacia suponer que el pancreas sintetizaba una sustancia que se vertia a la sangre y cuya ausencia
era responsable de la diabetes. La bisqueda de esta sustancia fue abordada por diferentes grupos de
mnvestigadores y, aunque la histona ha atnbuido los honores del descubnmiento de la msulina a
Frederick Grant Banting y Charles Herbert Best, otros dos mvestigadores merecen al menos un
pequeiio recuerdo.

En 1908, Zuelzer publicé que la myeccion de un extracto pancreatico que habta obtenido provocaba
en sus pacientes convulsiones. Estas convulsiones fueron mterpretadas como un efecto toxico,
cuando lo mas probable es que se tratara del sintoma de hipoglicerma. Zuelzer abandono sus
expenimentos al empezar la Primera Guerra Mundial . Otro investigador tampoco favorecido por la
fortuna fue Poulescu, quien en Rumania elabord un preparado que tenia efectos hipoglicémicos
cuando lo myectaba a perros. La guerra retraso la publicacion de sus resultados hasta Julio de
1921,momento en el que culmmaban las expenencas de Banting v Best, Poulescu reclamd
posteriormente sus derechos, pero fue en vano. El descubnmiento de la msuhna por Banting y Best
dio principio a la endocrinologia contemporanea.®

En 1935, el médico danés Hans Christian Hagedom descubnd la insulina de accion prolongada.

Al finalizar la década de los cincuenta, se descubrieron los efectos hipoghcemiantes de algunos
derivados sulfamidicos, lo que onginé todo un grupo de sustancias hipoghcemiantes orales como el de
las sulfonilureas. Los estudios los realizaron Franke, Fuch Berson y Yalow.

Debido a estudios de Framingham, a partir de 1948 se le da importancia a las complicaciones
cardiovasculares de la diabetes mellitus; en 1963, Kipms, Karam y Forshan manifiestan que Iz
obesidad agrava la diabetes.



Ea 1960, Niell y Smith descabieron la estructura quimica de la insulina humana, con lo cual se
modifica la terapéutica de la diabetes; antes, en 1953, F. Sanger determiné la estructura quimica de la
mnsulina de bovino.

Hacia 1972, se empezo a sospechar la existencia de una reaccién mmunitana en los mecamismos de la
diabetes tipo [; entonces por primera vez, en la sangre de drabéticos, se detectaron anticuerpos contra
los sslotes de Langerhans, lo que onginé estudios de biologia molecular.

En 1982, en Estados Umdos se aprobo la nsulina humana para uso general Antes de ese ano, la
msulina se obtenia de cerdos y de vacas, para producir msulina humana. Luego se descubné como
transferir el gen de la insulina a las bactenias E. Co4, las cuales se convirtieron en fibncas vivas de
insulina.

Desde hace un decenio se realizan numerosos estudios cuyo propdsito es simular la liberacion
fisiologica de la msulina; como reproducciones “biologicas” que recurren a injertos de pancreas, de
islotes de Langerhans , sistemas mecanicos, como los pancreas arnficiales, las bombas de msuhina etc.,
gran cantidad de alternanvas que van dingidas a proporcionar una calidad de wida a las personas que
sufren este padecimiento, sin embargo tal parece que a pesar de todo la histona seguira aportando
mas, ya que la epidemiologia revela que los indices de prevalencia y mortalidad siguen aumentando.®*
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II.2 DIABETES MELLITUS

111.2.1  Definicion

La diabetes mellitus es una enfermedad sistémica, cronico-degenerativa, de caricter heterogéneo, con
grados variables de predisposicion hereditara con participadén de diversos factores ambientales,
caracterizada por un estado de hiperglucemia, debido a una defidencia en la producdon o accion de
la insulina, lo que afecta al metabolismo de hidratos de catbono, proteinas y grasas.”’

I111.2.2 Clasificacion
La clasificacion esta basada en la etiologia y fue revisada de acuerdo a recomendaciones del comité de

expertos en diagnéstico y clasificacion de la diabetes mellitus en 1997.% #

Tabla 1

CLASIFICACION

DESCRIPCION

Diabetes mellitus tipo La destruccion de las células § del pincress provoca una

1 deficiencia absoluta de insulina.

Diabetes mellitus tipo Existe una deficiencia relativa de la insulina hasta un defecto
2 predominante de la secresion de insulina con resistencia a la

misma.

Otros tipos especificos Asodada a  enfermedades por defectos genéticos,

alteraciones de pancreas, endocrinopatias, por farmacos, etc.

Diabetes mellitus ~ Se presenta a pirtir de la semana 24-28 de la gestacion en

gestacional grupos de alto resgo como los hispanos.

Clasificacion etiologica de la diabetes mellitus.



II1.23 Diabetes tipo 2

Por su magnitud y trascendencia, la diabetes mellitus tpo 1 y 2, son las mas importantes,
proncipalmente la de tipo 2, la cual representa aproximadamente ¢l 90% de todas las formas clinicas y
constituye un importante problema de salud publica principalmente en personas mayores de 40 afos,
tanto a nivel internacional como nacional ¢ institucional”

La diabetes mellitus tipo 2, es la forma clinica mas frecuente de duabetes y se caractenza por los
siguientes rasgos: alta frecuencia familiar; aparicion relativamente tardia, por lo general en la edad
adulta; asociacion estadistica con obesidad e hipertension artenal esencial, desarrollo relativamente
lento de secuelas en comparacién con la diabetes mellitus tipo 1, baja teadencia a la cetdsts, y una
mayor tendenca a la hiperosmolandad no cetosica.

Es una condicion heterogénea que no puede atribuirse a un solo mecanismo patologico; se caracteriza
por vanas anormalidades metabolicas, incluyendo una funcion deficiente de las células B y la
resistencia a la insulna en misculo esquelético, tejido adiposo e higado, onginando anormalidades que
causan hiperglucemia cronica y, a largo plazo graves complicaciones.™ *

I11.24 Epidemiologia

La dubetes mellitus representa una de las enfermedades de mayor proporadn dentro de los
padecimientos cronico-degenerativos. Segiin estitmaciones actuales de la OMS (Organizacion Mundial
de la Salud) y la OPS (Organizacion Panamericana de la Salud), se calcula que exasten a mvel mundial
alrededor de 135 millones de diabéticos y se espera que esta cifra se eleve a 300 millones en los
proximos 25 afios. Se prevee un aumento en paises desarrollados del 40%, mientras que en paises en
desarrollo la frecuencia sera del 70%. Para 1995 en México habia 3.8 millones de adultos diabéticos,
ocupando el noveno lugar dentro de los 10 paises con mayor nimero de personas con esta
enfermedad; para el afio 2025 se calcula que existicin 11.7 mullones, ocupando el 7° lugar en orden de
frecuencia con mayor nimero de personas diabéticas.

Actualmente México ocupa €l primer lugar en Aménca Latina con mayor incremento en la prevalencia
(7.7-12.3%). La mortalidad muestra un incremento sostenido durante las dlmas décadas hasta llegar a
ocupar en 1998, el 3 lugar dentro de la mortalidad general. A fin de enfrentarse a tan grave problema
se debe poner énfasis en procedimientos para su deteccién, diagnostico, tratamiento ¥ control para
contnbuir a la reduccién de la frecuencia que actualmente se registra y asi evitar o retrasar las
complicaciones disminuyendo la mortalidad por esta causa*™ >



III.3  FISIOLOGIA

La glucosa es el energético principal del organismo y se obtiene basicamante de la alimentacion
aunque puede producirse durante el propio metabolismo del cuerpo.

Los azicares simples como la glucosa son utihzados con rapsdez, mientras que los demas nutrimentos,
como las protemnas, cuando se ingieren en mayor cantidad que la necesania, son converidos de manera
gradual a glucogeno y almacenados en higado para ser usados en la conservacion de los valores séricos
normales de la glucosa entre comidas. La conservacion de los valores sénicos normales en ayunas
depende de la interaccion de cierto nimero de estructuras corporakes, entre ellas el higado, los tejidos
periféricos y las hormonas, todos los cuales actian para elevar o reducir la glucosa en la sangre.

Por su parte, el higado tene unportancra vital, ya que la almacena como ghicogeno (g}ucogcnesxs) ¥
lipidos cuando la captacion es excesiva, ademas, s el suministro es escaso, puede revernr el g}ucogeno
en glucosa (glucogendlisis) y también sintetizar glucosa de algunos ammoacidos & del gheerol
proveniente de la degradacién de lipidos (gluconeogénests). La regulacion hepatica es modificada por
varias hormonas, incluyendo de manera primana la fosufina. Las hormonas involucradas en dicha
regulacion son prncipalmente tiroideas y adrenocorncales (en parncular glhucocorticosdes), adrenalina y
glucagon, el ltimo promueve la produccién de glucosa y controla su almacenaje.

II14 o«-AMILASA

La & — amilasa es una enzima que pertenece a la clase de las hidrolasas con un peso molecular bajo (50
000 ). Las principales fuentes tisulares de esta enzima son las glandulas sahvales y las células acinares
del pancreas.

Durante largo tiempo se sospechd que la amilasa del suero tal vez procediera de otros tejidos, ademas
del pancreas y de las glandulas salivales, ya que la extraccion de estos rganos en ammales no alterd
sensiblemente los niveles en el suero y orina, mas tarde se supo que la actividad de la amilasa alfa no es
especifica para estos tejidos, ya que también se encuentra en el epiteho intestinal, trompas de falopio,
mucosa del cuello utenno, endometrio musculo estriado ¢ mcluso en higado v que las propiedades
cataliticas de la enzima presente en higado son parecidas a la alfa amilasa pancreitica, es capaz de
degradar glucogeno para liberar ghucosa a arculacion. La reacaén enzimidtica que catahza ha amilasa
alfa es la hidrolisis aleatona de los enlaces glucosidicos del almidén, glucogeno y otros polimeros de la

g]ucosa 37,38, 3940

Al mtentar separar la alfa amilasa en sus fracciones isoenzmmaticas, se han dentificado dos 1soenzimas
distintas. Se supone que la amilasa pancreatica ( P ) se deriva del pancreas, msentras que las amilasas
salivales (S ) son secretadas por varios tejidos, mcluyendo glindulas salivales, pulmén, huesos, ovarios
y tiroides. En el suero de un adulto, cerca de 40 % de la actividad total de la amilasa se debe al tipo Py
el restante 60 % se deriva del tipo S.

Hay diversas fracciones de isoenzimas relacionadas con cada glandula Las isoenzimas salivales se
designan como S1, S2 y 53, mientras que las pancreaticas P1,P2 y P3.

S1y P2 constituyen la mayor parcte de actividad de amilasa en suero normal. Sia embargo, la apancion
de la fraccion P3 tiene mayor significado clinico. Aparentemente no se detecta en suero normal y solo
esta presente en casos de pancreatitis aguda.® ¥
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II1.5 INSULINA

La mnsulina s¢ smteniza en el panceeas exocnno por las células 8 de los Islotes de Langerhans en forma
de una larga cadena protéica consntuda por tres fragmentos llamada prepromsuhna (big 1), antes de
salir del pancreas se produce la escision de los dos pnmeros fragmentos de la cadena dando origen a la
proinsulina que conssste en una sola cadena de 86 aminodados v que presenta solamente el 5%0 de
actividad de la msulina. [.a molécula de promsulna consiste en las cadenas A v B que estan
conectadas por puentes disulfuro y por un péptido conectivo llamado pépudo C. Con la siruente
ruptura de la cadena queda libre el péptido C, residuo de 31 aminodados, sin actvidad biologica
conocida y la molkécula de msulina resultante es una proteina que consiste en 51 aminodcidos
contenidos dentro de dos cadenas peptidicas: A, con 21 amnodados v una cadena B, con 30
aminoacidos, conectadas por puentes disulfuro. Cantidades jguales de msulna y pépudo C son
liberados dentro de la arculacion después de un estimulo neural, dieténco u hormonal. Solamente
pequenas cantidades de proinsulina se encuentran en la circulacion.

La msulina manifiesta su efecto en las células activando unos receptores situados en la membrana, lo
que se traduce en la activacion de los transportadores de glucosa que se encargan de la mtroduccion de

este compuesto en la célula®*

CADENA A

PEPTIDO C

FIGURA 1. Estructura de la pre-pro-insulina que mdica al pépndo senal (azul), pépndo C (verde),
cadena A (rojo) y cadena B (naranja).



IIL.6 ANTAGONISMO FISIOLOGICO DE INSULINA Y GLUCAGON

La msulina y ¢l glucagon tenen efectos opuestos. La msubna mhibe la protedhsis, pohsts,
gluconeogénesis y la glucogendhsis en el higado; aumenta la sintesis protéica en el misculo y acelera la
sintesis de tnglicéndos en las células adiposas por lo tanto, actia como Bnico agente corporal
hipoglucémico, mientras que el gluicagon estimula la liberacion de glucosa (glucogendhsis) al medio
obtentendo un resultado neto, la homeostasis de la glucosa.

Para emplearse de manera apropiada, la glucosa debe entrar en la célula, para lo cual se requiere
insulina.

IIL7 FISIOPATOLOGIA EN LA DIABETES MELLITUS TIPO 2

La diabetes mellitus tipo 2 se caracteriza por varas anormahdades metabohcas, incluyendo una
funcién deficiente de las células B y la resistencia a Ja msuhna en musculo esquelético, tepdo adiposo e
higado.

Los conoctmientos actuales permiten suponer que tanto la resistencia a la msulina como el trastorno
en la secrecion pancredtica de insulina tienen un ongen genético en los mdividuos predispuestos a la
diabetes tipo 2

Cuando la incapacidad del pancreas para incrementar su secrecion de msulma en respuesta a la
demanda aumentada que le impone la disminucion en la sensibihdad a la msuhna alcanza un nivel
critico, aparece, primero, a intolerancia a la glucosa y después la hiperglicemna en ayunas.’

La resistencia a la insulina reduce dramaticamente la absorcion de glucosa en el tepdo penférico
resultando en una sobreproduccion de ghicosa por el higado; ambos defectos contnbuyen a mantener
la hiperglucemsia. En etapas tempranas del proceso de enfermedad, ha resistencra a ha msulina ya esta
presente y los pacientes son hiperinsulinémicos aunque no hiperglucémicos. Sin embargo, con el
tiempo los mecanismos compensatorios fallan y los pacientes progresan a una drabetes mellitus tpo 2
abierta, presentando los sintomas clasicos: polifagia, polidipsia y poliuna.

Sin embargo, el cuadro no se presenta exacerbado y a diferenaia de la diabetes tipo 1 no se presenta
cetoaciddsis, la hiperglucemia aumenta la resistencia a Ia insulina y acelera el agotamiento de la reserva
secretora de dicha hormona. La deficiencia de insulina se manifiesta por adelgazamiento progresivo
del paciente, aunque este no reduzca su consumo de calorias. Algunos pacientes con diabetes mellitus
de muy larga duracion desarrollan deficiencia cast total de la secrecion de msulna, suelen estar
desnutridos, con intensificacion de los sintomas de diabetes y en descontrol metabdhico.'?
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ITII.8 DETECCION

Son candidatos para realizar un escrutinio a través de una glucosa capilar y postenormente una glacosa
plasmatica en ayuno, aquellos individuos que tengan uno 6 mas factores de nesgo de los que a
continuacion se senalan.

Individuos de 45 afios o mas.
Antecedentes familiares de diabetes mellitus por parte del padre, madre 0 hermanos.
Individuos que pertenecen a grupos étnicos de alto nesgo (nativos amencanos, méxico-
americanos, hispanicos).*
Individuos obesos (peso corporal 220 % del peso deseable ).
Tabaquismo

® Mujeres que tienen hijos al nacer con peso igual o mayor a 4 Kg.

¢ Individuos con hipertension artenal (=140/9%0 mmHg)

® Individuos con dislipidemia ( Trglicénidos 2 250mg /dL y HDL colesterol <35 mg/ dL).

* La ascendencia hispanica pam fines del programa ( por estar cast toda la poblacion mcluida) no se
considerara como caterio de mnclusidn al tamizaje. Este factor sera vihdo solo en paises con
comportamiento étnico heterogéneo. "’

III.9 DIAGNOSTICO

En los pacientes con sintomas de diabetes no controlada, como poliuna, polidipsia, polifagia, nictuna
y pérdida de peso y una glucemia aleatona evidente >200 mg/dL es facl diagnostcar diabetes.
También lo es wennficar a los pacientes jovenes con diabetes de apo 1 de nueva apancion que acuden
con cetoacidosis diabética. Sin embargo, el paciente asintomatico con diabetes de tipo 2 por lo general
permanece sin un diagnostico durante varios anos. El paciente promedio con diabetes de upo 2 “de
nueva apancion” en realidad ha padecido esta enfermedad durante 4 a 7 anos antes de reahzar el
diagnostico. Asi, para el momento del diagndstico es comun que muestre ya retinopatia, neuropatia o
nefropatia diabética.

Se establece el diagnostico de diabetes, st cumple cualquiera de los siguientes crtenios:

+* Presenca de sintomas clasicos y una glucemia plasmatica casual >200 mg/dl..

% Glucemsa plasmatica en ayuno>126 mg/dL

% Glucemia>200 mg/dL. a las dos horas después de carga oral de 75¢ de glucosa disuelta en agua.
En ausencia de hiperglicemn inequivoca, con descompensacion metabohica aguda, el dragnostico
debe confirmarse repitiendo la prueba otro dia.

1



Se establece el diagnéstico de ghicosa anormal en ayuno cuando:
1. lLa glucosa plasmatica o en suero es > 110 mg/dL y < 126 mg/dL.

Se establece el diagnastico de intolerancia a la glucosa cuando:
La glucosa plasmatica, a las dos horas poscarga, es >140 mg/dL y <200 mg/dL."

Diabetes gestacional
Antes de efectuar la prueba de tolerancia a la glucosa, se deberd realizar la prucba de deteccion en
toda embarazada entre las semanas 24 y 28 de gestacion. St una hora después de una carga de 50 g de
glucosa por via oral, se encuentra una glucema plasmatica >140 mg/dl, se efectuara la prueba
diagnostica.
Se establece el diagnostico de diabetes gestacional , st durante las semanas 24 a 28 del embarazo se
presentan dos o mas de los siguientes valores:

2. En ayuno >105 mg/dl y, después de una carga de glucosa en ayuno de 100g, valores supeniores a
190 mg/dl a la homa poscarga, 165 mg/dl a las dos horas poscarga y 145 mg/dl a las tres horas.

IIL1Y0 TRATAMIENTO

OBJETIVOS

El tratamiento de la diabetes tiene como propdsito ahviar los sintomas, mantener el control
metabolico, prevenir las complicaciones agudas y cronicas, mejorar la cahdad de vida y reducir Ia

mortalidad por esta enfermedad o por sus complicaciones.

ESTRATEGIAS DE MANEJO

TRATAMIENTO NO FARMACOLOGICO TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

* Agentes  hipoglucermantes  orales

* FHducacion para la salud (secretagogos de nsulna).
® Plan alimentano y control de peso * Anthiperglucemiantes
®  Actividad fisica ® Sensibihzadores de insulina
® Tratamiento combinado ¢ Insulina

® Terapia combinada

Un componente escencial del tratamiento es tener un buen control mediante examenes repetidos de
sangre y orina para valorar la glucosa.”
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CANDIDATOS A TRATAMIENTO CON INSULINA

La unica indicacion terapéutica actual para el uso de la msulina es para enfermos con deficiencia
absoluta de la misma, 0 en quienes tal deficiencia produce falta de respuesta al tratamiento con dieta,
ejreicio fisico o hipoglucemiantes.

No existen reglas simples para su uso, ya que la duabetes es heterogénea y de fisiopatologia
complicada. Aun mis, la respuesta terapéutica dependeri de la etapa de ha enfermedad y de la
presencia de complicaciones concomitantes.”®

HIPOGLUCEMIANTES ORALES

Se ncluyen diversos medicamentos con diferentes mecamsmos de accion, a saber:

® Los secretagogos de msulina: nateghinida, sulfomilureas y repaghnida.

e Anthiperglucemiantes: los inhibidores de las alfaglucosidasas, las biguanidas y las

tiazolidinedionas (rosiglitazona y pioglitazona).

Los secretagogos de msulina son medicamentos que estmulan a los islotes § del piancreas para
incrementar la hberacion de insulina, mientras que los antihiperglucemiantes tenen diferentes
mecanismos de accién, entre los que se incluye retraso en la absorcién de carbohwdratos en la huz
intestinal (inhibidores de la alfaglucosidasa) o aumento de Ja sensibilidad a la glucosa (biguanidas y
tiazolidinedionas). Estos medicamentos se denominan anthiperglucemiantes debido a que tienen un
mecanismo de accion diferente al incremento de la msulma crculante y tenen menor probabihdad de
causar hipoglicemia.

Secretagogos

Nateglinida y meglitinidas

La nateglinida es un denivado de la d-fenilalanina, que se dinge pancipalmente a controlar los picos de
hiperglucemia posprandial. Estimula directamente a las células beta del pancreas para que incrementen
la secrecin de msulina.

A diferencia de otros hipoglucemiantes orales, en espeaal las sulfonilureas, el tempo de fijacion y de
separacion del firmaco al receptor es muy corto con nateghnida ( cercano a los 2 segundos), a
diferencia de la ghbenclamida, con un tiempo de fijacion de vanos minutos, por lo que los efectos
msulinotropicos de nateghnida se revierten con rapidez. Esta caracteristica farmacocinénca hace poco
probable la incidencia de hipoglucemia con nateghinida. La estimulacion de hiberacién de msulina por
nateglinida también depende de la concentracion de la dosis. La ghicosa sensibiliza a las células beta, lo
que significa que a mayores concentraciones de glucosa, el farmaco tendri un efecto mas marcado y
con bajas concentraciones su efecto disminuira.

Sulfonilureas

Las prncpales sulfonilureas son las siguientes: tolbutamuda, cloropropamuda, ghbenclamida y
ghmepirida.

Este tipo de hipoglucemmantes orales aumentan la secrecion de msulma por el pancreas y su captacion
por los receptores.producen hipoghuicemia. En los pacientes de reciente diagndéstico, por lo general, el
organismo desarrolla un hipermsulinismo compensatono para lograr que la ghucosa llegue al mterior
de la célula y sea convertida en almacen de energia. Por éste motivo, el uso de hipoglucemantes orales
como primera medida terapéutica esta contraindicado, pues éstos terminarin por agotar el pancreas.
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Antihiperglucemiantes

Inbibidores de las alfaglucosidasas

La acarbosa es un inhibidor de alfaglucosidasas que actiia como seudotetrasacando y que compite con
los carbohidratos por la unién con las alfaglucosidasas, por lo que retrasa la absorcion de los
carbohidratos simples, disminuyendo la disponibilidad de los monosacaridos en la luz intestinal,
normaliza o reduce los picos de hiperglucemia posprandial, mejora la excursion posprandial de la
glucemia, mejorando el metabolismo intermedio.

Biguanidas

La biguanida que actualmente se recomienda es la metformina. Es efectiva solo ante la presencia de
insulina, y tiene un efecto mayor al incrementar la accion de la misma. No se reconoce realmente
como la metformina incrementa la accion de la insulina. Los efectos posreceptor incluyen supresion
de la produccion hepatica de msulina (muisculo e higado) particularmente después de los alimentos, y
ademds tiene un efecto antlipolitico al disminuir las concentraciones de acidos grasos libres,
reduciendo la disponibilidad de sustrato para gluconeogénesis.

Tiazplidinedionas

Las tiazolidinedionas o glitazonas, dentro de las que destacan la rosightazona y la proghtazona, son un
grupo de sensibilizadores de insulina, considerados los primeros agentes onentados a resolver la causa
prncipal de DM tipo 2, la resistencia a la nsulina, por lo que se visualizan como uno de los mas
importantes avances terapéuticos de la enfermedad.

Las nazohdinedionas o glitazonas actian a nivel del nicleo celular de adipositos y misculo estriado, al
estimular a los receptores llamados PPAR y potenciar la transcopeion de los genes que son acbvados
por la insulina. 2

MEDICINA TRADICIONAL

A pesar de la gran cantidad de alternativas en el tratamiento farmacologico, en México existe un gran
apego hacia el tratamiento de diversas enfermedades con medicina tradicional, es decic una gran parte
de la poblacién recurre a tratamientos con plantas.

Por muchos anos en México se han usado las plantas para tratar empincamente la diabetes. La
informacion etnobotinica mundial reporta al menos 800 plantas usadas en el control de la diabetes
melhtus.

Aproximadamente 150 de estas existen en México, sin embargo solamente un pequefio nimero de
ellas se han estudiado ( ver tabla 2 ), las plantas que mds extensivamente han sido estudiadas en
Meéxico son el “nopal” Opuntia streptacantha y la “tronadora” Tewoma stans, s embargo actualmente se
sabe de la existencia de otras 33 plantas antdibéticas de origen Mexicano que también han sido
probadas.”
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Tabla 2
PLANTAS UTILIZADAS EN MEXICO PARA TRATAR LA DIABETES

Nombre cientifico Familia Nombre popular | Partes uuhzadas : Preparacién
A. mexicana Willd Leguminosae Estafate  Planta cc}mplem Infusion
A. viminalis HBK | Bignoniaceae Azuchil Hojas Infusién
B pilosa 1. Compositae Acentila Planta completa | Infusién
C. aurantium L Rutaceae Naranja agna Fruta fresca Jugo

E' ﬁ“ﬁm&m L Euphorbiaceae Chaya Hogas Infusion
E. prestii Euphorbiaceae Golondrina Planta completa | Infusién
E. pristata Ait Euphorbiaceae Golondrma Planta completa | Infusion
L. caribaenrn (Jag.) . : i
Rocn 25 St Rubraceae Quina Corteza Infision
E P ) Legumnosae Palo dulce Tallo Infusion
G. ulmifolia Lam. | Stercubaceae Guacima Hojas Infusion
)éf:m Sewiee Euphorbiaceae Sangre grado Raiz Infusion
é..ﬂmxlm‘em{()ﬂ. ) . Salvia = Infusid
M.indica L. Anacardiceae Mango Hojas Infusién
M. piperita L. Labiatae Hierbabuena Planta completa | Infusion
M. sapientum 1. Musaceae Platano Flores frescas Infusion
O. enropea 1. Oleaceae Olivo Hojps Infusion
O.ficus- indica 1. Cactaceae Nopal Penca fresca Jugo

P. edulis D.C. Bignoniaceae Chote Fruto fresco Jugo
i.f&mmmﬂ.) Lauraceae Aguacate Sermalla Infusién
R extinnciriya Mo Rubmaceae Granjel Fruto Infusién
Er Sess

R. retraphylia 1. Apocynaceae Paulillo Hojas Infusion
R. mangle 1. Rizophoraceae Mangle rojo Tallo Infusién
f“;{:’:‘mdonﬂms Nyctagmaceae Apatzicua Raiz Infusion
8. skinneri Benth. Leguminosae Paracata Hojas Infusiém

; —_— Palo de tres 5 e,

S. triguetra Radlk | Sapindaceae costillas Tallo Infusion
L. Joonsm: sruemm Leguminosae Fenogreco Sernilla Infusion
T. hirsutissima 1. Boraginaceae {).:g:;ms s Tallo Infusion
T. difusa willd Tumeraceae Damiana Hogas Infusion
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I“n la rabla 2 se han enbstado 28 plants que se unhzan pam ¢l conreol de la diabetes mellinus en
Mexico, las cuales han sido probadas en modelos expenmentales estableadas v 8 de estas han
presentado actnadad hepoglucemiante tal es el caso de la guacima, lignmas de san pedro, salvia,
mangle rojo, flores frescas de platano, fenogreco v la damaana, sm embargo no se ha evaluado su
toxicidad, por lo ranto no es facuble su uso climco, ™~

Ast como las 28 plantas mostradas, se han regstrado gran canndad de plantas para ¢l tratamiento
empinco de la diabetes mellitus; no obstante, existen otras de las cuales no se tiene regastro alguno de
su uso como hmpoglucermante, tal es el caso de la Cobebring er’:fjrrf:}u.‘"

111.11 FAMILIA RHAMNACEAE

La famila comprende unos 44 géneros v alrededor de 830 especies, presentandose tanto en regiones
templadas como wopicales de ambos hemusfenios. Se conocen 11 géneros para México. Desde ¢l
punto de vista econdémico algunas ramndceas son importantes por su valor omamental, indole
industrial v medicinal™*

Colubrina elliptica

o Descripcién botanica: Arbusto o arbol de 2
a 6 m de alto con el tronco de hasta 1.2 m de
diametro; ramas delgadas, mtemodos de 3 a 60
mm de longitud, caedizas, peciolos de 5 a 25
mm de longitud, de 0.5 a 1 mm de grosor,
laminas ovado-clipticas, ovadas a raramente casi
lanceoladas, de 2.5 2 9 cm de longitud v 1.5 a
4.3 cm de ancho, apice agudo a acuminado,
raramente  redondeado, base redondeada o
amplamente cuneada, margen entero pero en
cada lado 1 a 10 mm de la base con una
glandula marginal, mervacion pinnada con 5 a 9
venas secundanas, haz glabro, ¢avés con una
g];lhrmln;

pubescencia muy  fina 0

mflorescencias a manera de ursos con 8§ a 20
flores, de 10 a 15 mm de longitud, pedianculos
de 12 7 mm de longitud, pedicelos de 2 a 4 mm
de longgtud, alargandose en los frutos hasta 8 a
15 mm de longitud; sépalos reflexos en la
antests; estlo mifido; fruto de 6 a2 7 mm de
longitud, casi esfénco o hgeramente oblato, la

cupula cerca de un cuarto o un tercwo de su
longiud, hgeramente tricoco, pardo o pardo
ropzo, pronto dehiscente; semullas de 4 a 5 mm
de longtud, de 2.8 a 4 mm de ancho, obovadas,
cafés oscuras, lustrosas, pared mas bien delgada,
cotlledones v endospermo  cast del  musmo
CSpEsOr.

o Distribucién geogrifica: S¢ locahiza ¢n Tamauhpas, Sanlus Potos;, Guanapato, Querctaro,
I hdalgo, Michoacan, Puebla, Oaxaca, Chiapas, Yucatan; Centroamenca; Sudaménca v las antllas
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DDELO DE RATAS HIPERGLICEMICAS

Forma parte de algunos matorrales xerdfilos y del bosque tropical caducifolio, donde suele habitar
sobre empinadas laderas de cerros que a menudo son calizos. Alt. 250-2100 m. Florece de Junio a
agosto. La madera es de color amarillo, pesada y muy fuerte; las hojas y la madera se ponen en agua
para producir un colorante amanllo; el arbol es usado en Yucatin como remedio contra la sama, y en
regiones bien localizadas al sur de Tamaulipas y norte de Veracruz se unliza para el control de la
diabetes.’

Se realizaron estudios piloto que revelan que la concentracion de glucosa normal en ratas Wistar es de
88.4 £13.1 mg/dL, lo que concuerda con valores reportados por el método de la glucosa oxidasa (91
* 7 mg/dL)." Asimismo, otras investigaciones demuestran que los niveles de ghucosa disminuyeron a
los 60 y 120 minutos, después de administrarles una infusion de la planta ( ver tabla 4, 5y figura 2),
ademis se observd que los niveles de alfa amilasa aumentan, de aqui la importancia de evaluar los
niveles de esta enzima y de glucosa a estos tiempos.” ™ >

IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La mortaldad por diabetes ha demostrado un incremento sostemdo durante las dltimas décadas. Por
ser una enfermedad incurable los diabéticos deben recibir tratamiento toda su vida y las repercusiones
econdémicas al tratamiento y a sus complicaciones, representan una grave carga tanto para los servicios
de salud como para los pacientes. Esto determina que una gran parte de ellos, en el transcurso del
tiempo manifiesten una baja adherencia al tratamiento, lo que conduce a un deficiente control
metabélico de la enfermedad, es por esto, que una considerable parte de Ja poblacion durante mucho
tiempo ha recurrido al control de la enfermedad con medicina tradicional.

Existe un nimero consideable de plantas que se utilizan para ¢l control de la diabetes en México, sin
embargo, las investigaciones realizadas al respecto son muy pocas. De ahi la mmportancna de evaluar la
actividad hipoglucemiante de extractos obtenidos de Colbrina eliptia en un modelo de ratas
hiperglicémicas con el propésito de aportar una alternativa mis al tratamiento de esta enfermedad, asi
como también las bases necesanas para el asslamiento e dentificacion de las sustancias
hipoglucemiantes activas que justifiquen su uso terapéutico.

V. OBJETIVOS

General:
e Evaluar el efecto hipoglucemmante de extractos obtensdos de Colvbrinag eliptica en un modelo de
ratas hiperglicémicas.
Especificos
® Analizar el comportamiento de la glucemia con respecto al tempo y dosis de extracto
moculado a 60 y 120 minutos.
® Evaluar la estmulacion pancreatica mediante la determmacion de  a- amilasa. Evaluar el
comportamiento de la ghacemia con respecto al iempo y dosis de infusiones inoculadas.
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V1. HIPOTESIS

La diabetes mellitus es una enfermedad de tipo cronico degenerativo caractenzada por hiperglucemia
que es controlable con plantas que muestran actividad hipoglucemiante, por lo que si 2 una poblacion
de ratas se les administra un extracto denivado de la planta con dicha actividad es de esperarse que los
niveles de glucosa en sangre disminuyan.

VII. DISENO EXPERIMENTAL

Se llevo a cabo un estudio expenmental, prospectivo, longitudinal y comparativo de acuerdo a los
siguientes crterios:

® Catenos de Inclusion: Ratas Wistar con peso de 220-450 g, sanas.
® Caternios de Exclusion: Ratas que presenten tumoraciones o lesiones.

Poblacién de estudio: 140 Ratas Wistar hembras, que cumplan con los critenos de inclusion.

1. Se realizé un ensayo para venficar actividad hipoglucemiante de Colubrina elliptica
contrastando con hipoglucemiantes conocidos (ghbenclamuda y tolbutamida) como controles
positivos, y se utilizo agua en los animales que fueron controles negativos.

2. Se realizaron ensayos con diferente cantidad de corteza, tiempo de coccion y volumen
admunistrado para ver un efecto dosis-respuesta.

VIII. VARIABLES

Dependiente: Hiperglucemia
® Independiente: Extracto y dosis.
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IX. MATERIALY METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Especie: ratas

Cepa: Wistar

Peso: 220-450¢g
Sexo: Hembras
Cantidad: 140

(20 para cada ensayo)

MARCA

MATERIAL DE VIDRIO

*  Tubos de ensaye de 12x 75
Tubos de ensayede 13 X 100
Vasos de preapitados de 50 ml,
250 mL y 500 mL.

Pirex

EQUIPO

* Espectrofotometro Lambda 1
UV/VIS

* Bano metabolico con sistema de
circulacion-253
¢ Vortex

e (Centrifuga

* Balanza analitica de capaadad
maxima 160 g

* Balanza granataria de capacidad —
2610g

e Balanza con canastilla de
capacidad-2610g

Perkin Elmer

Precision

Genie

Comercial cuwn

Mettler HB0

OHAUS

OHALUS
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MATERIAL ESPECIAL

Micropipetas de
volumen vamable de
capacidad:
10100 p L.
200-1000 pl.

Tubos ependorf

Puntas para
micropipetas

Jenngas de 5 mL y de

Insulina

Tabla de diseccion
Cronémetro
Brinkmann Dispensette

4 jaulas para rata
rotuladas del 1 al 4.

Gasas

Equipo comerciales
para las determinaciones
de glucosa y a-amilasa.

-Glicemia enzimatica
Tander Wiener Lab.

-Método colonmétrico
Caraway modificado en
suero y orina Hycel de

México.

Labnet
Transfecpette
BRAND W-GERMANY

Plastipak

BRAND W-GERMANY




X. ENSAYO BIOLOGICO
El ensayo biologico se baso en un modelo de ratas hiperglicémicas, que consisto en volver
hiperglicémicas a las ratas administrando glucosa al 50% por via subcutinea a los cero y 60 minutos
durante la curva de tolerancia.™

Soluciones utilizadas en el ensayo biolégico.

Soluci6n nyectable de glucosa al 50%.
Solucion del extracto a probar, que contenga 20 mg / mL

Ensayo biolégico

1.

2w

Se tomo un grupo de 20 ratas y se dividio en 4 grupos con 5 elementos cada uno. Se marcaron
del 1 al 5, se pesaron y fueron colocadas en las faulas pecfectamente rotuladas de modo que:

Grupo 1= testigos.

Grupo 2= Dosis de 20 mg / kg de peso.
Grupo 3= Dosis de 40 mg / Kg de peso.
Grupo 4= Dosis de 80 mg / Kg de peso.

Se realizaron cilculos necesarios para administrar las dosis de extracto especificadas para cada
grupo asi como para administrar una dosis de glucosa de 2 g / Kg de peso a toda la poblacion a
partir de una solucion disponible (solucion inyectable de glucosa al 50 %).

Para tniciar la prueba de tolerancia a la glucosa, las ratas se sometieron a un ayuno minmo de 18
horas.

Se les admmistr6 por via subcutinea una dosis de glucosa de 2 g / Kg de peso a iempo cero a los
4 grupos.

Inmediatamente después, se les administrd por sonda gastnca el extracto (al grupo control se le
admmistro agua) tomando en cuenta las dosis especificadas.

Transcurnidos 60 mmutos de la pnmera administracion de ghacosa, se sangraron por incision de la
parte distal de la cola y se recolectaron las muestras en tubos Eppendorf y se adminsstro una
segunda dosss de glucosa.

Transcurridos 60 mmutos de la segunda administracion de glucosa, se sangraron nuevamente y se
recolectaron las muestras en tubos Eppendorf, de tal forma que se obtuvieron muestras de los 4
grupos a los 60 y 120 mmutos.

Se separaron los sueros por centrifugacion a 4500 r.p.m. durante 10 minutos.

Se determino la concentracién de glucosa por la técnica de glucosa oxidasa y la actividad
enzimatica de la a-amilasa por el método colonmétnco Caraway modificado en los sueros
obtenidos.

*Nota: Por cada extracto probado se siguieron uno a uno los mismos pasos.
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DA ACTIVIOND HIPOGLUCEMINTE DF EXRACIOS OBTENIDOS DE Coirins eifica EN UN MODELO DE RATAS HPERGLICEMICAS

XI. TECNICAS

XI.1 Determinacién de glucosa

METODO ENZIMATICO PARA LA DETERMINACION DE GLUCOSA EN SUERO O PLASMA
(GOD-PAP) WIENER LAB.

El método a utilizado para la determinacion de glucosa es enzimatico; dicho método es comercial por
lo que deben de seguirse al pie de la letra el procedimiento especificado y tomar en cuenta las notas
aclaratorias; considerando que en el procedimiento las cantdades estin modificadas para aphear el
micrométodo.

Fundamento y reaccién

La glucosa oxidasa oxida a la glucosa segin la reaccion:

GOD
_—
Glucosa + O, + H,O aado glhucomco + H,O,
POD
—_—
2 H,0, + 4AF + fenol quinona coloreada + 4 H,O

Reactivos:

Standard: Solucion de glucosa 1 g / L.

GOD/POD: Solucion de glucosa oxidasa (1000 U / mL) y peroxidasa (120 U /ml)
Reactivo 4-AF: Solucion de 4-aminofenazona 25 mmol / L en Buffer Tas 0.92 mol/1.
Reactivo fenol: Solucion de fenol 55 mmol / L.

INSTRUCCIONES PARA SU USO

Standard: Listo para usar.

GOD/POD: Homogeneizar por mnversion antes de usar, evitando la formacion de espuma.

Reactivo 4-AF: Listo para usar.

Reactivo Fenol: Listo para usar

Reactivo de trabajo: De acuerdo al volumen de trabajo, colocar en una probera 500 pactes de agua
destilada, 50 partes de reactivo 4-AF, 50 partes de reactvo Fenol y llevar a 1XX) pactes con agua
destilada. Agregar 3 partes de GOD / POD previamente homogenerzadas. Mezche por mversion, sin
agitar. Rotular y fechar.
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Material Biologico: Suero

PROCEDIMIENTO
En tres tubos de ensaye marcados B(Blanco) S (Standard) y D (Desconoado) colocar:

Blanco Standard Desconoado
Standard - 10pl. =
Muestra - - 10pl.
Reactivo de trabajo 1 mL 1 mL 1mL

Incubar 10 minutos en bafio de agua a 37° C. Luego leer en espectrofotémetro a 505 nm llevando el
aparato a cero con el blanco.

Estabilidad de la mezcla de reaccion final

El color de reacaién final es estable 1 hora, por lo que la absorbanaia debe ser leida dentro de este
lapso.

Calculo de los resultados

Glucosag /L=DXTf donde f=(1.00g/L)/S
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XI1.2 Determinacion de - amilasa

DETERMINACION DE  «-AMILASA POR EL METODO  COLORIMETRICO, CARAWAY
MODIFICADO EN SUERO Y ORINA. HYCEL DE MEXICO.

El equipo utihzado para la determmacion es comercial, por lo que se deben de seguir al pie de la letra
el procedimiento especificado y tomar en cuenta st existen notas aclaratonas considerando que en el
procedimiento las cantidades estin modificadas para aplicar el micrométodo.

Fundamento

El método se basa en la modificacion de Caraway, en el cual se mude la hideolisis de un sustrato de
almidon por la o-amilasa del suero, en condiciones estandarnizadas, formando un complejo colondo
(azul-verde), cuya intensidad es proporcional a la concentracion de amilasa presente en la muestra.

Reactivos

-Sustrato de almidon pH 7.0

-Solucion de Yodo N / 100

*Los reactivos se utilizan directamente.

Procedimiento

Marcar dos tubos de ensaye de 13 X 100 mL, uno para ¢l problema y otro para ¢l blanco.

Pipetear exactamente 500 pl. de sustrato de almidon en cada tubo.

Incubar el tubo marcado como problema a 37° C en un bano metabohco durante 5 minutos.

Transcurndos los 5 mmutos pipetear exactamente 10 pl. de suero al tubo marcado como

problema, mezclar bien y regresardo al bafio metabéhco a 37° C durante 7.5 munutos

exactamente.

5. Transcurndos los 7.5 mmutos anadir 500 pl. de la solucon de yodo N / 100 a los ubos
problema y blanco, mmediatamente después anadir 4 ml. de agua destilada.

6. Leer de inmediato la absorbancia del problema y el blanco a 660 nm estableciendo el cero de

absorbancia con agua desulada.

R et

Cilculos

Absorbanaia del blanco — Absorbancia del problema
U.A /100 ml= X 800

Absorbancaia del blanco

*U. A.= Unidades de amuilasa.
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DIAGRAMA DE FLUJO

[

Se seleccionaron 20 ratas, se marcaron, pesaron y se dividié [a poblacién en 4 ]

grupos de 5 elementos cada uno.

Se sometieron a un ayuno minimo de 18 horas J

¥

[ Se administré la primer dosis de ghicosa tomando J

UN MODELO DE RATAS HIPERGLICEMICAS

a esta como tiempo cero
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Tratado con agua Tratado con Tratado con Tratado con
extracto en dosis extracto en dosis extracto en dosis
de20mg/Kg ded40mg/Kg de 80 mg /Kg

|

A los 60 minutos de la primer administracién de glucosa, se sangraron los animales e
inmediatamente después se les administro una segunda dosis de glucosa

|

v

3

-,
Transcurridos 60 minutos de la segunda admnistracién
de glucosa , se sangraron nuevamente

>

‘ ¥

(
Se separaron los sueros y se hicieron las determinaciones
de glucosa y a - amilasa

~

[ Andlisis estadistico de resultados y reporte
final
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XII. RESULTADOS

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados fueron tratados estadisticamente mediante el paquete estadistico SPSS (Statistical
Package for Social Sciences) version 10 para Windows.

La significancia de las diferencas entre las medias de los grupos estudiados fue establecida por un
anilisis de vananza (ANOVA) manejando una confianza de 95% y a=0.05.

Tabla 3
__Tabla que muestra los ensayos realizados en formagened o
' EXTRACTOS PROBADOS ' DOSIS

(mg / Kg de peso de
i Ia rata)
| Etandlico D
' n=20 | 20,40y 80
! Metanolico [
{ n=20 = ..., 20,40y80 |
Agmsmadmsdelextractoetanohco i '
n=20 | 20,40y 80

Los ensayos anteriores no mostraron una d:smmucmsngm&zuumhf
| glicemia, por lo que se procedié a aumentar las dosis de extracto etanélico, |

_partiendo de 80 mg / Kg de peso. .

Etanélico [ 80,160y 320

2= T I
. Al aumentar 1:1 dosis dd extracto etanélico no se obw.rvu una thmmuum
. significativa en la glicemia por lo que se procedi6 a probar la planta como |
| tal para poder emitir una conclusion, vanando la cantdad de corteza, |
| volumen de agua y tempo de coccidn. i s
, ' Volumen
| 28 gramos de corteza en 50 mL de agua hervidos por 1 mmuto. ; admumstrado: 025 mL, |
n=20 - | 05mLy 10mL.
Volumen
| 28 gramos de corteza en 100 mL de agua hervidos por 10 minutos. . admmustrado: 0.25 mL,
| =20 : _ e oo ISRy YO R
;E 14 gramos de corteza en 50 mL de agua hervidos por 1 minuto. | Volumen
| n=20 admimstrado: 025 ml,

0.5mLy 1.0 mL.



TABLAS DE RESULTADOS

Las diferencias entre los grupos se denotan como sigue:

*  Grupos significativamente diferentes al grupo control.

®  Grupos significativamente diferentes entre si.

©  Grupos significativamente diferentes entre si.

Considerando un valor de P<0.05

Los resultados de ghacosa estan dados en mg / dL

Los resultados de amilasa estin dados en Umidades de amilasa / 100 mL

Los siguientes resultados corresponden a un estudio piloto realizado que sustenta el objetivo del
presente proyecto, ya que justifica la separacion de la planta y Ja evaluacion de los diferentes extractos
obtenidos, el ensayo fue realizado de acuerdo a2 un modelo de ratas hiperglicémicas, donde se
compars la planta en estudio con dos hipoglucemiantes comerciales como controles positivos. La
infusion se preparé a partir de 14 g de corteza en 50 mL de agua y se hirvié por 1 minuto. El volumen
administrado fue de 0.5 mL.

Los datos de este ensayo mostrados en la tabla 4 y figura 2 son el resultado de dos ensayos realizados
con un intervalo de 15 dias, con una n=79 + SEM.

Tabla 4. Concentracién de glucosa de infusion (14 g de corteza en 50 mL de agua y hervida por 1 minuto)
comparada con tolbutamsda y glibenclamida (como controles positivos) y con un grupo control

GRUPO t=0 60 min 120 min 180 min 240 min 300 min

1499t 36 120+ 83 111 £53 94%33

%]

Control 57438  152%8.
e e AR
Tolbutamida 60 %33 135282  130X47¢ 96X 27* 71+ 3.8* 66 + 3.9*

. =19 _ j S : :
Glibenclamida 49+ 4.0 119£30* | 125+1.1% | 951 49% 68 £ 7.7* 50 * 6.0*
A N —
Infusién 59%1.6 121217 128% 46+ 124121 105+ 28 105+ 3.1
n = 20..... T a— S - I SpES - - —— o
*P<0.05. Grupo significativamente diferente al grupo control.
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CURVA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA

P
! e
~
o0
E
R
«
w
°
o
o
Q
i
0
B Grupo control

A\

60 120

DI

Y

1

180 240

tiempo ( minutos )

=
NN

300

Grupo tratado con infusion

Figura 2 Curva de toleranda a la glocosa de infusion comparada con
grupo control en donde se muestran diferencias significativas entre
ambos grupos a los 60 y 120 mmutos.

En este estudio piloto, también se evalud la actividad de la alfa amilasa, los resultados se muestran en

la tabla 5.

Tabla 5. Concentracion de alfa amihisa de mfusion (14 g de corteza en 50 ml. de agua y hervida por 1 mmuto)
__comparada con glibendamida y tolbutamida como controles positivos y con un grupo control.

GRUPO t=0
Control = 587 %153
n= 2_0

Tolbutamida = 572+ 14.1
n=19

Glibenclamida 573+ 13.4
n=20
Infisiéin 589 + 9.9
n =20

La concentracion de alfa amilasa no se modifico.

60 min

614 £ 8.1

621 +121

605 + 12.9

612+ 79

120 min

591 +135
635+84
600 +19.7

633+11.4

180 min

629 127

647118

639 £ 15.4

622 +13.7

240 min

620+ 121

645+ 88
646 + 12,1

635+ 11.6

300 min
662+ 9.6
659+ 74

659+92

647 +15.1

Estos resultados demostraron que la planta tiene actividad hipoglucemiante, que se hace visible a los
60 y 120 minutos. Tomando como base los tiempos del estudio anterior, se procedio a evaluar los
extractos. El pnmero de ellos fue el etandlico del cual se obtuvieron los siguientes resultados.
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EXTRACTO ETANOLICO

Tabla 6. Concentracién de glicosa en donde los grupos tratados con extracto etandlico son
comparados entre si y con un grupo control con n=20 + SD.

GRUPO . 60 minutos 120 min
Control 164 +29.2 187 +32
20 mg/ Kg 167 +2838 194 +3938
40 mg/ Kg | 149 +24.8 202 +299
80 mg/ Kg ! 158 +14.4 192 +17.4

No se encontraron diferendas significativas entre los grupos.

Tabla 7. Concentracién de alfa amilasa en donde los grupos traados con extracto etandlico son
comparados entre siy con un grupo control con n=20  S.D.

GRUPO 60 min_ ) 120 min

| ._ T
Control 500 +32.2 656 +10.8
20 mg/ Kg | * 645 +21.9 648 +19.4
40 mg/ Kg i * 650 +38.7 656 +23.1
80 mg/ Kg 629 +21.7 648 + 214

*P<0.05. Grupo significativamente diferente al grupo control.
La concentracién de la enzima aumento en los grupos tratados con 20 y 40 mg de extracto.



660

640

600

580

Unidades de amilasa / 100 mL

ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DE EXTRACTOS OBTENIDOS DE Colubvina ellipica EN UN MODELO DE RATAS HIPERGLICEMICAS

AMILASA A LOS 60 MINUTOS

6201

Bgrupo control

B Grupo tratado con 20 my de
extracto por Kg de peso

B Grupo tratado con 40 mg de
extracto por Kg de peso

(;mpn tratado con 80 mg de
extracto por Kg de peso

Grupos

Figura 3. Grifica que muestra la concentracion de alfa amilasa a los 60 munutos, en donde los grupos tratados
con 20 y 40 mg de extracto etandlico fueron significativamente diferentes al grupo control. 1a concentracion

de esta enzima aumento en ambos casos.

No se observé una disminucion en la glucemia, solamente un aumento en la concentracion de alfa
amilasa, por lo que se dio paso a evaluar el extracto metanélico.
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EXTRACTO METANOLICO

Tabla 8. Concentracion de glicosa. Grupos adminstrados con extracto metandlico son comparados
entre si y con el grupo control conn = 20 + SD.

GRUPO 5 _ 60 min 120 min
Control 171 *17 186 29
20 mg/ Kg - 180 *38 187 347
40 mg/ Kg ' 169 27 189 292
80 mg/ Kg 187 41 201 49

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos.

Tabla 9. Concentracion de alfa amilasa en donde grupos tmatados con extracto
metanGlico son comparados entre siy con un grupo control conn =20 £ SD.

| _GRUPO  Gomin  D0min
! Control 5 600 +23.5 649 100

20 mg/ Kg , *673 +37.4 673 +305

40 mg/ Kg - 665 +388 668 +40.5

80 mg/ Kg : 649 +41.2 659 *33.6

+P<0.05. _(:l;l;};() s@ﬁﬁcativanwnte diferente al grupo control
El grupo tratado con 20 mg de extracto metandlico fue signiicatvamente diferente al
grupo control a los 60 mmutos. La concentracion de esta enzima aumento.
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ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DE EXTRACTOS OBTENIDOS DE Calubving eliiplica EN UN_MODEL O DE RATAS HIPERGLICEMICAS

680

600
580)-
560-
540-
520
500-

Unidades de amilasa / 100 mL

AMILASA A LOS 60 MINUTOS

660+
640K
620-

Grupos

B Grupo control

M Grupo tratado con 20
mg de extracto por Kg
de peso

Gmpu tratado con 40
myg de extracto por Kg
de peso

m(}mpn tratado con 80
myg de extracto por Kg
de peso

Figura 4. Grifica que muestra la concentracion de alfa amilasa a los 60 mmutos, en donde el grupo matado con
20 mg de extracto metandlico fue significativamente diferente al grupo conrrol. La concentracion de esma

enzima aumento.

Al evaluar el extracto metandhico ¢l efecto hipoglucemuante no se observd, solameate se dio un
aumento en la concentracion de la alfa amulasa por lo que se deadio probar las aguas madres del

extracto etanolico.
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Glucosa ( mg/dL)

AGUAS MADRES DE EXTRACTO ETANOLICO

Tabla 10. Concentracién de glucosa de grupos tratados con aguas madres del extracto

etandlico comparados entre si y con un grupo control con n = 20 £ SD.

| GRUPO
Control
20 mg/ Kg
40 mg/ Kg
80 mg/ Kg

e O*P < 0.05

143+ 243
*181+181 e
147+ 146

60 min

159 + 7.5

120 min

191 + 250

216204
164 * 19.6e0
200% 93 o

La glucemia aumento en el grupo tratmado con 20 mg de exmacto por lo que resulto
significativamente diferente al gropo tratado con 40) mg y al grupo control. Ademas a los 120
minutos la glucemia aumento en el grupo tratado con 80 mg de extracto y fue significativamente

diferente al grupo tratado con 4) mg.

GLICEMIA A LOS 60 MINUTOS

Grupos

o

BGmpo control

I Grupo tratado con 20 mg de
extracto por Kg de peso

SGrupo tratado con 40 mg de
extracto por Kg de peso

GIGrupo tratado con 80 mg de
extracto por Kg de peso

Figura 5. Grifica que muestra el aumento de la glucemia en & grupo tratado con 20) mg de
extracto por lo que es significativamente diferente al grupo control y al grupo tratado con

40 mg de extracto.



GLICEMIA A LOS 120 MINUTOS

B Grupo control

D Grupo tratado con 20 mg de
extracto por Kg de peso

SGrupo tratado con 40 mg de
extracto por Kg de peso

8 Grupo tratado con 80 mg de
extracto por Kg de peso

Grupos

Figura 6. Grifica que muestra e aumento de la glucemia en d grupo tratado con 20 mg de
extracto por lo que es significativamente diferente al grupo tratado con 40 mg de extracto.
Ademis se observa un aumento de ha glucemna en el grupo tratado con 80 mg por lo que
es significativamente diferente al grupo tratado con 40 mg del extracto.



Tabla 11. Concentracion de alfa amilasa en donde grupos mamdos con aguas madres del extracto
etanolico son comparados entre si y con un grupo control conn = 20 * S.D.

GRUPO _ 60 min 120 min
Control . 682 +20.1 681 *149
20 mg/ Kg ! 668 +428e 674 *477
40mg/Kg = *603 £342 62 +47.0
80mg/Kg |  *582 ta38e  *597 525

e O*P < (.05

La concentracién de la enzima disminuyé en los grupos tratados con 40 y 80 mg del extracto a los 60 y 120
minutos resultando estos significativamente diferentes al grupo control. Ademais el grupo tratado con 20 mg fue
significativamente diferente al grupo tratado con 80 mg de extracto, ya que dismmuyd la concentracion de la
enzima al aumentar la dosis.

AMILASA A LOS 60 MINUTOS

700
g 680 & Grupo control
B 660§
g 640 o W Grupo tratado con 20 mg / Kg
E B 620 i de peso
3 E 60015 SGrupo tratado con 40 mg / Kg
o —
;é si0l ®Grupo tratado con 80 mg / Kg
=

52017 o

Grupos

Figura 7. Grafica que muestra la dismmucion de la concentracion de alfa amilasa en los grupos tratados
con 40 y 80 mg de extracto por lo que son significativamente diferentes al grupo control La
concentracion de la enzima dismmuye al aumentar ka dosts, por lo que el grupo tratado con 20 mg de
extracto es significativamente diferente al grupo tratado con 80 mg.
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@ Grupo tratado con 20 mg de extracto por Kg de peso
B Grupo tratado con 40 mg de extracto por kg de peso
B Grupo tratado con 80 mg de extracto por Kg de peso

Figura 8. Grifica que muestra la disminucion de la concentracion de alfa amilasa en los grupos tratados con 40
y 80 mg de extracto por lo que son significativamente diferentes al grupo control

Los resultados obtensdos al probar las aguas madres mostraron que la concentracion de la alfa amilasa
disminuy6 conforme se aument6 la dosis de extracto y la glucenua en lugar de disminuir aumento, por
lo que se decidio probar el extracto etandlico en dosts supeniores en una curva de tolerancia completa.
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EXTRACTO EN DOSIS DE 80, 160 Y 320 mg / Kg DE PESO

Tabla 12. Concentracién de glucosa de grupos tratados con extracto etandlico comparados entre § y con un
grupo control conn =20 £ SD.

GRUPO = 60min 120 min 180min  240min 300 min

Control 186+ 61 202% 414 169 #31.1 1374366 127 +183
80 mg/Kg 210+246 247t354e0  189+314 1354222 135 +15.1
160mg/ Kg = 1574219 184211 » 1644114 1444183 136 +245
320mg/Kg = 156+251 178+353 o 166 240  145%17.8 154 230

80P <005
Se encontraron diferencias entre el grupo tratado con 80 mg de extracto (en donde ka glocemia aumento) con
los grupos tratados con 160 y 320 mg.

GLICEMIA A LOS 120 MINUTOS

- 250 ; B(;mpo control

é 200 i @ Grupo tratado con 80 mg
E" 15045 de extracto por Kg de peso
< 100§ s S Grupo tratado con 160 mg
§ de extracto por Kg de peso
3 50 e & Grupo tratado con 320 mg

QO ()l de extracto por Kg de peso

Grupos

Figura 9. Grifica que muestra el aumento de la glucemia en el grupo tratado con 80 mg de extracto, por lo que
es significativamente diferente a los grupos tratados con 160 y 320 mg
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Tabla 13. Concentracién de alfa amilasa de grupos administrados con extracto etanélico comparados
entre si y con un grupo control con n = 20 £ S.D.

GRUPO 60 min 120min | 180min  240min 300 min

Control 632 +59.1 648 *45 651 #524 680 *435 659 42
80 mg/Kg 617 356 633 £334 654 *364 684 X176 675 %176
160mg/ Kg 608 £50.1 = 628 *423 = 644 *39.6 651 *358 644 1222
320mg/ Kg , 633 $258 | 637 258 659 $279 & 669 1241 & 656 +289
No se encontraron diferencias significativas entre los grupos.

Como se puede ver con antenondad, probar el extracto etanéhco en dosis supenores tampoco nos
proporcion6 resultados que justificaran la actividad de la planta, por lo que se procedié a evaluar la
planta como mnfusién, arrojando los signientes resultados.



INFUSION
( 28 g de corteza en 50 mL de agua hervidos por 1 minuto)

Tabha 14. Concentracién de glucosa de grupos tratados con infusién comparados entre si y con un grupo
control con n = 20 * S.D. No se dieron diferencias significativas entre los grupos.

' GRUPO | =0 | 6min | D0min  80min _ 260min _ 300min
| i i :

| ] | 1 i
| Control 79+ 113 | 139 +21.6 193 +21.9 163 +228 162 +26 . 149 227

¢ 0.25 mL ' 88 +14.1 166 +27 224 1354 172 *16.9 167 +20.7 146 +77

. 0.5 mL |91 +10.8 170 £36 . 183 +348 148 +21.1 142 +197 ! 141 +177

| 1.0 mL J 96+21.8 | 196 #345 | 237 3277 179 +19 169 #249 | 157 166

Tabh 15. Concentracién de alfa amikasa de grupos tratados con mfusién comparados entre si y con un grupo
control conn = 20 £ S.D.

120min | 180min | 240min | 300 min

('G'RUPOI. t=0 | G0min

| |
| | | | | |
Control | 520 *743 569 +483 | 592 140 | 555 *41.7 562 1574 | 665 1262 {
i {

,E

| 0.25mL ‘ 542 £558 | 588 272 | 618 +364 = 581 #295 590 +225 & 647 +427 |

| 05 mL | 611 $154 | *638 +21.1 | 628 #3538 | *625+188 | 621 ¥309 | 680 +236 |
| 10 mL | 536 $33.6 = 582 ¥38.1 | 594 1400 | 508 282 501 ¥290 | 653 259
*P<0.05

La concentracion de esta enzima aumento a los 60 y 180 mmnutos, resultando significativamente mayor al grupo
control en los grupos tratados con (1.5 mL de mfusién.
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Unidades de amilasa / 100

A LOS 60 MINUTOS

Figura 10. Grifica que muestra el aumento en ka concentraciom de alfa amilasa en el grupo

tratado con 0.5 mL de mfusién respecto al grupo control.
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6201 :

AMILASA A LOS 180 MINUTOS

@B Grupo control

W Grupo tratado con .25 m

de mfusion

(‘:rupo tratado con (1.5 ml

de mfusion

@ Grupo tratado con 1.0 ml

de mfusion

Figura 11. Grifica que muestra el aumento en la concentracion de alfa amilasa en d grupo

tratado con (1.5 mL de mfusion respecto al grupo control.

No se observaron cambios en la glucemia por lo que se deadio modificar el volamen de
agua y el tempo de coccidn, evaluando la mfusion a los 60, 120 y 180 minuios.
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INFUSION
( 28 g de corteza en 100 mL de agua hervida por 10 minutos)

Tabha 16. Concentracién de ghucosa de grupos tratados con mfusion comparados entre siy con un grupo
control conn = 20 £ S.D.

__GRUPO  @min | DOmin __ 180min
|

| Control 1434149 | 167 £70 162 +13.7
| 025 ml 158+ 43 185 +23.9 153 %611
| 05 mL 159 £15.0 170 257 158 +325
| 1.0 mL - 161 +112 | 157 100 135 +9.4

I E\lo ;E_dﬂ;'l;l dlfcren(‘ﬂs c!gmﬁmuv:s entm .bs gmpos

Tabla 17. Concentracion de alfa amilasa de grupos tratatos con mfusion comparados entre siy con
un grupo control con n =20 + SD.

|_GRUPO |  Gomin | 10min  180min |
t i i {
| . { !
| Control | 619 532 | 654 ¥359 | 670 402 |
| 0.25mL 644 154 667 £97 685 +11.8e
| 05 mL 622 189 630 £29.8 654 +24.4
1.0 mL 590 #227 | 621 *205 624 *325e
e s cesn e ot ol el

Se dieron diferencias significativas entre los grupos tratados con 0.25 mL y 1 mL de mfusién a los
180 minutos. La concentracién de esta enzima se modifico al 2umentar e volumen de mfusion
administrado.
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AMILASA A LOS 180 MINUTOS

BGrupo control

W Grupo tratado con
025 ml. de infusion

8 Grupo tratado con 0.5
ml. de infusion

m('impo tratado con 1.0
ml. de infusion

Unidades de amilasa / 100 mL

Grupos

Figura 12. Grafica que muestra diferenca significativa entre el grupo tratado con (.25 ml. de mfusion y el
tratado con | mL.

Las modificaciones en cuanto a cantidad de corteza v nempo de cocadn no proporcionaron
resultados concluyentes, por lo que decidimos probar la planta en igual forma que para el estudio

piloto con el fin de emitir una conclusién respecto a la actividad de ha planta.
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INFUSION
(Preparada a partir de 14 g de corteza en 50 mL de agua y hervida por 1 minuto)

Tabla 18. Concentracién de glucosa de grupos tratados con mfusion comparados entre si y con un
grupo control con n = 20 + SD.

180 min

GRUPO | = 60min . 120min
| Control 204 +30.1 L 234 +472 205 +273
0.25 mL 185 +10.1 168 1883 *150 +19.4
| 05 mL {198 +244 | 215 %430 164 +333
10 mL | 185 %708 193 4394 1 2172 4149
*P<0.05

La glucemia del grupo tratado con 0.25 mL de infusion es significativamente menor al grupo control
a los 180 mmutos.

GLICEMIA A LOS 180 MINUTOS

—~ 200 & Grupo control

= )

b=

:‘;} 150 W Grupo tﬂmdo con 0.25

g mL de mfusién

E 100 S Grupo tratado con 0.5

8 mL de infusion

] 50 ® Grupo tratado con 1.0
ml. de mfusion

Figura 13. Grifica que muestra la disminucén de la glucemia en & grupo tratado con 025 mL de
mfusion (sigmficativamente diferente al grupo control).



Tabla 19. Resultados de alfa amilasa en donde los grupos admimstrados con mfusion  son
comparados entre si y con un grupo control (grupo tratado con agua). Se muestra el valor de la media

+SD..
GRUPO Omin " 120 min
| Control | 614 +329 636 1362
' 025mL | 596 *10.7 613 +189
| 05 mL | 610 +26.8 637 +362
10 mL | 589 +293 610 +24

No se diemn.difcrmcias significativas entre los grupos

Los resultados demostraron la planta si posee actividad hipoglucemiante, efecto que se hizo

180 min

640 +31.1
620 +157
637 £31.0
618 1408

visible a los 180 minutos después de haber administrado 0.25 mL de infusién.



XI11. ANALISIS DE RESULTADOS
La diabetes mellitus es una enfermedad en la cual el mantener la concentracién de glucosa dentro de
los niveles adecuados, son condiciones necesanas para que el enfermo pueda tener una buena calidad
de wvida al retrasar o evitar las complicaciones concomitantes. las plantas con actividad
hipoglucemiante representan una alternativa mas al tratamiento de esta enfermedad, v el estudio de
estas nos proporcionan las bases necesanias para el aslamiento e identificacion de las sustancias
hipoglucemiantes activas que justifiquen su uso terapéutico.

Estudios piloto mostraron que la planta posea actividad hipoghucermante al reahzarse un ensayo en el
cual se compard la infusion (preparada a partir de 14 g de corteza en 50 mL de agua hervida por 1
minuto) con dos htpoglucemiantes comerciales ( como controles positivos) y un grupo control
negativo al cual se le administeé agua. Los resultados de dicho estudio se muestran en las tablas 4, 5
figura 2, en donde se observa que la glicemia disminuy6 en forma significativa a los 60 y 120 mmutos.
Estos estudios dieron pauta para que se realizara la separacion de la planta en sus diferentes
fracciones, de las cuales se probaron tres, el extracto etandhico, metandhco y las aguas madres del
extracto etanolico.

Al realizar el ensayo biologico con los extractos etandlico, metandlico y aguas madres del extracto
etanolico, los resultados revelaron que los niveles de glucosa no disminuyeron en forma significativa,
incluso tendieron a elevarse, tal es el caso de las aguas madres (ver tabla 10 y figura 5 y 6), por lo que
se procedio a probar el extracto etandlico en dosis mayores, Jos resultados nuevamente revelaron que
la glicemia no disminuyo, incluso aumento en el grupo tratado con 80 mg del extracto ( ver tabla 12y
figura 9).

Los niveles de alfa amilasa se elevaron para los extractos etandlco y metanolico (ver tablas 7y 9 y
figuras 3 y 4), caso contrario para las aguas madres del extracto etandlico, en que los miveles de esta
tendieron a dismmuir (tabla 11 y figuras 7 y 8).

Con respecto al extracto etandlico en dosis aumentadas no se presentd algun aumento o disminucién
en la concentracion de esta enzima.

Al no obtener resultados que sustentaran el objetivo del presente proyecto, se procedid a probar la
planta como tal con el fin de emitir una conclusion respecto a su presunta actividad, pama esto se
realizaron diferentes ensayos modificando la cantdad de corteza uulizada, el volumen de agua, el
tiempo de coccion, y se administro en diferentes volumenes.

Cuando se realizaron los ensayos con las infusiones, se demostro que la planta si posee actvidad
hipoglucemiante, al probar la mfusion (preparada a partir de de 14 g de corteza en 50 mL de agua y
hervida por 1 minuto), hubo una diferencia significativa entre el grupo tratado con (.25 mL de
infusién y el grupo control a los 180 mmutos (tabla 18 y figura 13).



Al duplicar la cantdad de corteza (28g de corteza en 50 mlL de agua hervda por 1 munuto), la
glucemia no disminuyo y los niveles de alfa amilasa se elevaron (tablas 14 y 15, figuras 10 y 11).
Cuando se modifico el tiempo de coccion (..8g de corteza en 100 ml. deagua por 10 minutos), los
niveles de glucosa tampoco disminuyeron, unicamente se dio un aumento en la concentracion de la
alfa amilasa (tablas 16, 17 y figura 12), por lo que existe la posibilidad de que k actividad de la planta
se haya perdido al prolongar el tempo de ebullicion.

Por los resultados obtenidos podemos decir que para determmnados extractos, se observa que a ciertas
dosis la tendencia de la glucemsa en lugar de disminuir es aumentar, no se sabe que es lo que provoque
este aumento tal vez se deba a la dosis utihizada para cada extracto en pacticubac.

Sin embargo, es notable que los niveles de la alfa amilasa estan elevados y no se descarta la posibilidad
de que esta enzima juegue un papel importante en enmascarar el efecto de la planta ya que se trata de
una enzima con capacidad de hidrolizar polimeros de glucosa como es el caso del glucogeno. Puede
ser que la enzima rompa glucogeno de reserva y saque glucosa a la arculacion y que por tanto no se
observe el efecto esperado o que tal vez dicho efecto no este presente debado al tratamsento que se le
dio a la planta en su separacion, o que en dado caso un grupo de sustancias destmadas a proporcionar
el efecto, al ser separadas ya no lo proporcionen.

XIV. CONCLUSIONES

e La Colubrina elfiptica si presentd actividad hipoglucermante, y dicha acuvidad es dependiente de
el tratamiento que se da a la planta, asi como también de la cantudad de corteza unhizada.

e No se observo evidencia de ha actividad hipoglucemsante en los extractos probados.

e Los niveles de la alfa amilasa presentan una tendencia a elevarse y esta tendencia al parecer es
dependiente de la dosis y del tipo de extracto.

e Es probable que la alfa amilasa juegue un papel mportante en el enmascaramiento del efecto
hipoglucemiante.

e La actividad hipoglucemmante puede estar dada por un grupo de sustancias destinadas a ese
fin. La dosis, asi como el tratammento, son factores determmnantes para que esta se presente.

XV. SUGERENCIAS

- Se recomienda evaluar los extractos en concentraciones minimas.
- Probar los extractos derivados de la planta que son insolubles en agua.
- Hacer el ensayo con algin mhibidor de la alfa anulasa.
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