UNAP

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DOCTORADO EN CIENCIAS CON MENCION EN ECOLOGIA
AMAZONICA

TESIS
EFECTO TOXICO HIPOGLUCEMIANTE DE TRES
EXTRACTOS DE PLANTAS DE LA AMAZONIA PERUANA
EN CEPA DE RATONES BALB/C INDUCIDAS CON
ESTREPTOZOTOCINA. IQUITOS - 2017

REQUISITO PARA OBTENER EL GRADO DE DOCTOR EN
CIENCIAS CON MENCION EN ECOLOGIA AMAZONICA

PRESENTADO POR : MARX PENA HIDALGO
ASESOR(ES) : Dr. VICTOR ERASMO SOTERO SOLIS

Dr. GERMAN GONZALES ASPAJO

IQUITOS — PERU
2018



UNAP

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DOCTORADO EN CIENCIAS CON MENCION EN ECOLOGIA
AMAZONICA

TESIS
EFECTO TOXICO HIPOGLUCEMIANTE DE TRES
EXTRACTOS DE PLANTAS DE LA AMAZONIA PERUANA
EN CEPA DE RATONES BALB/C INDUCIDAS CON
ESTREPTOZOTOCINA. IQUITOS - 2017

REQUISITO PARA OBTENER EL GRADO DE DOCTOR EN
CIENCIAS CON MENCION EN ECOLOGIA AMAZONICA

PRESENTADO POR : MARX PENA HIDALGO
ASESOR(ES) : Dr. VICTOR ERASMO SOTERO SOLIS

Dr. GERMAN GONZALES ASPAJO

IQUITOS — PERU
2018



’U MNAP  £scuela de Postgrado “JOSE TORRES VASQUEZ”
4 Oficina de Asuntos Académicos

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
071-2018-0OAA-EPG-UNAP

Con Resolucion Directoral N° 1143-2018-EPG-UNAP, se autoriza la sustentacion de la tesis: “EFECTO
TOXICO HIPOGLUCEMIANTE DE TRES EXTRACTOS DE PLANTAS DE LA AMAZONIA
PERUANA EN CEPA DE RATONES BALB/C INDUCIDAS CON ESTREPTOZOTOCINA. IQUITOS -
2017", designando como jurados a los siguientes profesionales:

Dra. Blanca Maria Diaz Bardales Presidente
Dr. Jorge Luis Marapara del Aguila Miembro
Dr. Juan Carlos Castro Gomez Miembro

A los Veinte dias del mes de Noviembre del 2018, a horas 10:00 am,, en el Auditorio de la Escuela de
Posterado de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana, se constituyé el Jurado Evalvador y
dictaminador, para presenciar y  evalvar la sustentacion de la tesis:  “EFECTO TOXICO
HIPOGLUCEMIANTE DE TRES EXTRACTOS DE PLANTAS DE LA AMAZONIA PERUANA EN
CEPA DE RATONES BALB/C INDUCIDAS CON ESTREPTOZOTOCINA. IQUITOS - 20177
presentado por el sefior Marx Peita Hidalgo, como requisito para optar el Grado Académico de Doctor en
Ciencias con mencion en Ecologia Amazdnica, que otorga la UNAP de acuerdo a la Ley Universitaria N°
30220 y el Estatuto de la Universidad Nacional de la Amazonia Pervana,

Después de haber escuchado la sustentacion y luego de formuladas las preguntas, éstas fueron:

El Jurado, después de la deliberacion correspondiente en privado, llegd a las siguicntes conclusiones, 1a
sustentacion es:

1. Aprobado como:  a) Excelente { )} b)Muybucno ( ) <) Bpeno ()()
2. Desaprobado: ( )

Observaciones

A’ Continuacién, ¢l Presidente del Jurado, da por concluida la sustentacion, siego las..{./..é...a.m. del
Veinte de Noviembre del 2018: con lo cual, se le declara al suslcnlanle.,d-ﬁl—,. 7. para recibir el Grado
Académico de Doctor en Ciencias con mencion en Ecologia Amazoénica.

Dra. Blanca ;%érm éémz Bardales

Presidente

V

Dr. Jorge Luis pMhryara del Aguila
Miemb!




HOJA DE APROBACION
TESIS APROBADA EN SUSTENTACION PUBLICA DEL DIA 20 DE
NOVIEMBRE DEL 2018 EN EL AUDITORIO DE LA ESCUELA DE
POSTGRADO DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA AMAZONIA
PERUANA, EN LA CIUDAD DE IQUITOS-PERU.

JURADOS:

Dra. BLANCA MARIA DIAZ BARDALES

PRESIDE{r\\JTE

‘/
Dr. JORGE LUIS n;pzéi PARA DEL AGUILA

MIEMBRO

Dr. JUAN CARLOS CASTRO GOMEZ

MIEMBRO

1

o

<

ASESOR(ES):

Dr. VICTOR ERASMO SOTERO SOLIS

P
/ —

%@)z/—-—"‘

Dr. GERMAN GONZALES ASPAJO




DEDICATORIA

A mi familia que es la fuerza que me
impulsa a seguir mejorando Yy
avanzando profesionalmenete, para
conseguir logros en la mejora

profesional.

MARX PENA HIDALGO



AGRADECIMIENTO

Al Dr. VICTOR ERASMO SOTERO SOLIS, Director del Circulo de
Estudios de Plantas Medicinales Provenientes de la Amazonia Baja, a
la Dra. DORA GARCIA DE SOTERO por la oportunidad de hacerme
participe como tesista del proyecto «<EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
ANTIDIABETICA MEDIANTE ENSAYOS PRE-CLINICOS DE TRES
ESPECIES VEGETALES PROCEDENTES DE LA AMAZONIA
PERUANA>», A CIENCIA ACTIVA-FONDECYT por el financiamiento en
la realizacion de la tesis.

A la fundacion para el desarrollo sostenible de la Amazonia baja
(FUNDESAB), organo ejecutor de proyectos de desarrollo e
investigacion en la regiéon Loreto.

Al Dr. German Gonzales Aspajo, por el apoyo y la orientacion en la
elaboracion de este documento.

Al Med. José Alberto Aranda Ventura, Director del Instituto de Medicina
Tradicional (IMET), por brindar los ambientes del laboratorio para el
desarrollo de los ensayos. Al Ing. Jorge Villacres Vallejo MSc., por las
gestiones desarrolladas para la adquisicion de los materiales, reactivos,
y en la preparacion de los liofilizados.

Al equipo de investigadores del Circulo de Estudios de Plantas
Medicinales provenientes de la Amazonia por su apoyo constante a lo
largo del proyecto, y en especial al Bachiller Diego Vasquez Torres por

el apoyo constante en el desarrollo de los experimentos con ratones.

vi



INDICE DE CONTENIDO

Pag.
CARATULA i
CONTRA CARATULA i
ACTA DE SUSTENTACION il
JURADOS iv
DEDICATORIA \Y
AGRADECIMIENTO vi
INDICE DE CONTENIDO Vii
INDICE DE TABLAS iX
INDICE DE GRAFICOS X
INDICE DE FIGURAS Xi
RESUMEN Xii
ABSTRACT Xili
RESUMO Xiv
INTRODUCCION 01
CAPITULO I: MARCO TEORICO 03
1.1. ANTECEDENTES 03
1.2. BASE TEORICA 09
a. Plantas medicinales y sus generalidades 09
b. Los bosques y los saberes culturales de la medicina
tradicional 13
Fotosintesis y moléculas bioactivas del metabolismo 17
d. Diabetes experimental y estudios sobre hipoglucemia y
toxicidad con vegetales 21
1.3. DEFINICIONES DE TERMINOS BASICOS 26
CAPITULO II: VARIABLES E HIPOTESIS 29
2.1. VARIABLES Y SU OPERACIONALIZACION 29

2.2. FORMULACION DE LA HIPOTESIS 30

Vii



CAPITULO lll: METODOLOGIA
3.1. TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION
3.2. POBLACION Y MUESTRA
3.3. TECNICAS E INSTRUMENTOS
3.4. PROCEDIMIENTOS DE RECOLECCION DE DATOS
a. Colecta de las especies vegetales, preparacion de extractos
b. Evaluacion de la toxicidad de los extractos acuosos
c. Induccién a diabetes tipo 2 a cepa de ratones BALB/c con
STZ a 200 mg/kg
d. Tratamiento de la diabetes experimental con extractos
acuosos vegetales a diferentes concentraciones
e. Verificacidbn de la concentracidon de glucosa plasmatica
después de la administracion de extractos acuosos
3.5. TECNICAS, PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LOS DATOS
3.6. ASPECTOS ETICOS

CAPITULO IV: RESULTADOS

CAPITULO V: DISCUSION DE LOS RESULTADOS

CAPITULO VI: PROPUESTA

CAPITULO VII: CONCLUSIONES

CAPITULO VIII: RECOMENDACIONES

CAPITULO IX: REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXOS

viii

31

31

32

33

34

34

36

37

37

38

39

39

40

46

54

56

57

58



TABLA N° 1

TABLA N° 2

TABLA N° 3

INDICE DE TABLAS

TIPOS DE METABOLISMO CELULAR

LUGARES GEOREFERENCIADOS DE ESPECIES

VEGETALES COLECTADAS

PESO PROMEDIOS Y DESVIACION ESTANDAR
EN RATONES BALB/C TRATADOS CON TRES

EXTRACTOS A 2000 mg/kg

Pag.

19

34

40



GRAFICO N° 1

GRAFICO N° 2

GRAFICO N° 3

INDICE DE GRAFICOS

EFECTO HIPOGLUCEMIANTE DE Myrciaria
dubia Kunth McVaugh A TRES

CONCENTRACIONES EN RATONES BALB/C

EFECTO HIPOGLUCEMIANTE DE Coussapoa
asperifolia Trécul. A TRES

CONCENTRACIONES EN RATONES BALB/C

EFECTO HIPOGLUCEMIANTE DE Remigia
peruviana Standl. A TRES CONCENTRACIONES

EN RATONES BALB/C

Pag.

42

43

44



FIGURA N° 1

FIGURA N° 2

INDICE DE FIGURAS

FUNCION DE LOS METABOLITOS
SECUNDARIOS DE VEGETALES  (Fuente:

Jaramillo y Giraldo 2014)

VIAS METABOLICAS PARA FORMACION DE

MOLECULAS BIOACTIVAS (Fuente: Saenz 2012;

Jaramillo y Giraldo 2014)

Xi

Pag.

15

20



EFECTO TOXICO E HIPOGLUCEMIANTE DE TRES EXTRACTOS DE
PLANTAS DE LA AMAZONIA PERUANA EN CEPA DE RATONES
BALB/C INDUCIDAS CON ESTREPTOZOTOCINA. IQUITOS - 2017.

Marx Pefia Hidalgo.
RESUMEN

La diabetes mellitus tipo 2 tiene gran responsabilidad en la morbilidad y
mortalidad en las poblaciones humanas originando gran impacto a nivel
mundial; los medicamentos que se utilizan para tratar esta dolencia tienen
alto costo y presentan efectos adversos, en la actualidad, se conocen e
investigan diferentes terapias, por esto; realizar ensayos de plantas
medicinales como antidiabéticos con antecendentes etnobotanicos tienen
relevancia, debido a la facil preparacion, minimo costo, y con bajo o ningun
efecto adverso. El estudio evalué el efecto toxico e hipoglucemiante de
Myrciaria dubia “camu camu”, Coussapoa asperifolia “renaco caspi’ y
Remijia peruviana “chullachaqui caspi”, plantas de la amazonia peruana en
ratones de cepa BALB/c inducida con estreptozotocina (STZ). Para ello, Los
frutos y hojas de Myrciaria dubia, Coussapoa asperifolia y Remijia peruviana
se recolectaron de lugares aledafios a lquitos, luego fueron transporados al
laboratorio de produccion del IMET, para realizar la limpieza de las partes
vegetales y preparar los extractos acuosos y realizar los estudios de
toxicidad a 2000 mg / kg, e hipoglucemiante a 100, 500, 1000 mg/kg. En
estos ensayos se obtuvieron que los extractos acuosos no presentan efectos
toxicos; ademas, y tienen efecto hipoglucemiante en todas las
concentraciones en los ratones, excepto en Coussapoa asperifolia, que a
minima concentracion no tiene efecto hipoglucemiante. En conclusion, todos
los extractos de las plantas mostraron no ser toxicas; por lo tanto, segura de
su consumo prolongado, asimismo, todos presentan efecto hipoglucemiante
en ratones, ademas Myrciaria dubia y Remijia peruviana tienen mayor

eficiencia hipoglucemiante respecto a Coussapoa asperifolia.

Palabras claves: estreptozotocina, extractos, hipoglucemiante, ratones.
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TOXIC EFFECT AND HYPOGLYCEMIC OF THREE EXTRACTS OF
PLANTS FROM THE PERUVIAN AMAZON IN BALB / C MICE INDUCED
WITH STREPTOZOTOCIN. IQUITOS - 2017.

Marx Pefia Hidalgo.
ABSTRACT

Type 2 diabetes mellitus has a great responsibility in the morbidity and
mortality in human populations, causing great impact at the world level; the
medicines used to treat this disease have a high cost and present adverse
effects. At present, different therapies are known and investigated. For this,
conduct trials of antidiabetic medicinal plants with ethnobotanical
antecedents are relevant, due to the easy preparation, minimum cost, with
little or no adverse effect. The study evaluated, the toxic and hypoglycemic
effect of the extracts of Myrciaria dubia "camu camu”, Coussapoa asperifolia
"renaco caspi” and Remijia peruviana "chullachaqui caspi”, plants of the
peruvian amazon in mice BALB / ¢ strain induced with streptozotocin (STZ).
To do this, the fruits and leaves of Myrciaria dubia "Camu camu”, Coussapoa
asperifolia and Remijia peruviana were collected from places adjacent to
Iquitos, which were then transporated to the IMET production laboratory to
clean the plant parts and prepare the aqueous extracts to make the solutions
of toxicity studies at 2000 mg / kg and hypoglycemic at 100, 500, 1000 mg /
kg . None of the aqueous extracts showed toxic effects; in addition, all
extracts test were hyperglycemia in all concentrations in mice, except in
Coussapoa asperifolia, which at minimum concentration has no
hypoglycemia effect. In conclusion, all the aqueous extracts of the plants
showed not to be toxic; therefore, sufe its prolonged consumption all of them
have a hypoglycemic effect in mice, in addition Myrciaria dubia and Remijia
peruviana have more hypoglycaemic efficiency with respect to Coussapoa
asperifolia.

Keywords: streptozotocin, extracts, hipoglycemic, mice.
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EFEITO TOXICO E HIPOGLICEMIANTE DE TRES EXTRATOS DE
PLANTAS DA AMAZONIA PERUANA NA ESTIRPE DE RATOS BALB/C
INDUZIDO COM STREPTOZOTOCINA. IQUITOS - 2017.

Marx Pefia Hidalgo.
RESUMO

O diabetes mellitus tipo 2 tem grande responsabilidade na morbidade e
mortalidade em populacdes humanas, causando grande impacto em todo o
mundo; os medicamentos utilizados para tratar esta condicdo tém altos
custos e efeitos adversos, actualmente, diferentes terapias sdo conhecidos e
investigadas, por tanto, investigar antideiabéticos de plantas medicinais com
antecendentes etnoboténico tém relevancia, por uma preparacao facil, custo
minimo, com baixo ou nenhum efeito adverso. No estudo, foi avaliado o
efeito toxico e hipoglicémica de extractos Myrciaria dubia "camu camu"
Coussapoa asperifolia "renaco caspi” e Remijia peruviana "chullachaqui
caspi" do amazon peruana na estirpe de ratos BALB / ¢ induzidos com
estreptozotocina (STZ) Para fazer isso, os frutos e folhas de Myrciaria dubia,
Coussapoa asperifolia e Peruviana remijia, foram colhidas a partir de areas
circundantes para lquitos, que foram em seguida transporados para o
laboratorio de producdo de IMET onde partes de plantas foram limpas
e preparar 0s extratos aquosos e solucbes para estudos de toxicidade a
2000 mg / kg e hipoglicémicos a 100, 500, 1000 mg / kg. Onde se obtuverom
gue todos esses extratos aquosos ndo apresentam efeitos toxicos; todos
eles também tém efeito hipoglicémico em todas as concentracées em ratos,
excepto Coussapoa asperifolia, a baixa concentracdo nao tem efeito
hipoglicémico. Em conclusdo, todos os extratos aquosos das plantas
mostraram-se nao toxicos; Por conseguinte, a certeza consumo prolongado
também todos mostram um efeito hipoglicemiante em ratos, Além disso,
Myrciaria dubia e Remijia peruviana tém mais eficiéncia hipoglicémico em

comparacao com Coussapoa asperifolia.

Palavras-chave: Streptozotocina, extratos, hipoglicemiante, ratos.
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INTRODUCCION

Diabetes mellitus 2 (DM2), es el incremento de la glucosa en sangre que es
causada por un desorden metabdlico de las células, que consecuentemente
origina la ausencia de la secrecion de insulina®; aproximadamente 220
millones de habitantes en el mundo manifiestan esta enfermedad, y las
personas que la padecen podria aumentar al afio 2030®. Ademas, esta
enfermedad genera sentimientos negativos en personas que la padecen, por
temor a las complicaciones de su salud, los estados de ansiedad que
genera, lleva a interrumpir sus actividades laborales afectando su economia
casera®, Tratar con farmacos convencionales como las sulfonilureas y la
metformina son valiosos para reducir la hiperglucemia, pero son incapaces
de reducir las concentraciones de glucosa al rango normal®#, sobretodo
sino se lleva a cabo otros factores que coadyuven, como la actividad fisica y
dieta alimenticia®. Asi también, dichos farmacos disponibles para esta
enfermedad son costosas y originan numerosos efectos secundarios como
naucias, vomitos, anorexia, inanicién, entre otros, por efecto de la
disminucion de la glucemia a niveles por debajo de los normal28). Por lo
tanto, realizar investigaciones sobre efectos de las plantas medicinales como
hipoglucemiante seria una alternativa que ayudaria en el tratamiento de
muchas personas que padecen esta enfermedad.

Asi mismo, las plantas medicinales presentan numerosos compuestos
quimicos como terpenoides, cumarinas, alcaloides, lactonas, entre otros
compuestos que son producidos por el metabolismo vegetal y que pueden

cumplir efectos funcionales de interés para controlar la hiperglucemia(’89),



De ellas, las plantas medicinales como Myrciaria dubia Kunth McVaugh.
‘camu camu”, Coussapoa asperifolia Trécul “renaco caspi” y Remigia
peruviana“ Standl. chullacaqui caspi”, tienen un elevado potencial contra la
diabetes, estas son reportado por los conocimiento etnobotanicos ofreciendo
una alternativa de tratamiento y/o cura de diversas enfermedades entre ellas
la DM2@4L10); por ser una alternativa econdémica y muy versatil en
poblaciones riverefias y campesinas es importante resaltar a estas especies
medicinales(11213) Sin embargo, existe escasa o limitada informacion de su
actividad para el tratmiento de la DM2 desallorrado en modelo animal

“ratones”(14),

Por esto, la investigacion se orienta a evaluar el efecto téxico e
hipoglucemiante de Myrciaria dubia Kunth. McVaugh “camu camu’,
Coussapoa asperifolia Trécul. “renaco caspi” y Remijia perviana Standl.
“chullachaqui caspi”, plantas de amazonia peruana en ratones cepa BALBI/c,

inducidas con estreptozotocina (STZ).



CAPITULO | : MARCO TEORICO

1.1. ANTECEDENTES

Se reportan muchos trabajos de investigacion de extractos de plantas
medicinales en diferentes lugares del mundo, el Peru y la Amazonia
peruana no es excepcion a estas investigaciones, lo que sirven de

sustento al trabajo planteado, donde encontramos:

HERRERA et al.,® realizaron trabajos de la actividad hipoglucémica del
extracto etanolico de Geranium ruizii en Lima — Peru, para tratar a ratas
hembras adultas diabéticas con 200 g de peso, inducidas con alloxano.
En este estudio se observa que la induccion experimental
incrementaron la glucemia los roedores en > 200 mg/dL. Luego se
formaron VI grupos de 6 ratas. El grupo | recibié agua destilada; los
grupos I, 1ll, IV se les proporciono Geranium ruizii a 50, 150, y 300
mg/kg, via oral; a los grupos V y VI se les proporcioné glibenclamida 5
mg/kg, y insulina 4 Ul/kg. donde se observa que a dosis de 150 mg/kg
de G. ruizii disminuy6é en 65,58% la glucemia después de 2 horas de

administrarse el extracto.

ARANDA et al.,™ realizaron estudios del extracto acuoso de Geranium
ayavacense “Pasuchaca” sobre la glucemia en ratas diabéticas. Estos

roedores fueron agrupados en 6, con ocho individuos por grupo. el



grupo | es el control y se tratd con agua destilada; y los grupos Il, 111, 1V,
V, VI se tratd6 Geranium ayavacense a 12,7; 100; 200; 300; 500 mg/kg.
luego se obtuvo la muestra de sangre para medir la glucemia basal y
comparar con la glucemia a 1, 3, 6, 12 y 24 horas posteriores a la
administracion. Los resultados mostraron que los grupos V y VI
Geranium ayavacense, disminuyé la glucemia sanguinea en

comparacion al control.

RENGIFO Y MEJIA,D acopiaron reportes etnobotanicos de plantas
amazobnicas y validan su terapéutica tradicional, mediante cuestionarios
y entrevistas realizadas a parteras, chamanes, abuelas curiosas, de
caserios cercanos a Iquitos. Obteniendo informacion de las
propiedades medicinales del vegetal, como parte utilizada, dolencia a
tratar, como preparar y administrar, entre otras observaciones.
También, en sus apuntes reportaron que Abuta sp. tiene moléculas
bioactivas como benzil isoquinoline, flavones o flavonoides y taninos;
Physalis angulata tiene moléculas bioactivas llamadas fisalina, higrina,
tropeina y Vitaminas A y C utiles contra la diabetes. A partir de ellos, se
plantearon el uso frecuente y seguro de estos compuestos bioactivos

presentes en estas especies.

GOMEZ,®3 Investigo porque son importantes los conocimientos de las
plantas medicinales en los huertos del entorno rural y urbano en tepexi
de Rodriguez México entre el 2010 y 2013. Donde se demostro que los

nifios del campo conocen las propiedades de muchas plantas que se



utilizan como remedio casero, y los nifios del entorno urbano carecen
de estos saberes, ademas la transmision de estos conocimientos
ancestrales dependen de la economia de las personas y distancia a los
centros de salud. Asi también, hay personas que practican tratamientos
mixtos en sus enfermedades o padecimientos de salud. Los productos
medicinales de las plantas se utilizan de muchas formas, por ser

econdémicas para las personas del medio rural.

CARRASCO et al.,* trabajaron con ensayos preclinicos de la raiz de
Jatropha curcas L. “piidn blanco” en Lima — Per0; su efecto contra la
diarrea y su toxicidad, para esto utilizd, 50 ratones con 25 g de peso
promedio; administro via oral 5 % de carbon activado, a dosis de 0,1
mL/10 g de marcador intestinal. Ademas, se les dio atropina 1 mg/kg,
luego se les proporcionaron extracto de Jatropha curcas L. a 500 y
1000 mg/kg respectivamente. Se observo diferencias significativas
entre los grupos que recibié agua destilada y los extractos a 1000
mg/kg . Asi mismo se determin6d el efecto toxico a través de la
reduccion de la motilidad intestinal del extracto de Jatropha curcas

1000 mg/kg .

GARZON,®") realizé estudios sobre los saberes cuturales de las
especies vegetales Cecropia sciadophylla “yarumo”, Averrhoa
carambola “carambola” y Uncaria tomentosa “ufia de gato” en el pueblo
de Macedonia Amazonas. Realizando entrevistas a las personas de las

comunidades, se pudo entender la transmision y adquisicion de



conocimientos sobre el uso y preparacion de remedios a base de
plantas medicinales, ademas se encontré que la transmicion de estos
saberes ocurre por la migracion dentro del territorio amazonico; aqui se
reportan 17 utilizaciones medicinales de ufia de gato, 11 usos de

carambola, y 10 usos de Yarumo.

RAMIREZ Y VILLANUEVA,®9 estudiaron extractos acuosos de la
corteza de Tabebuia obscura para verificar su efecto hipoglucemiante
sobre las ratas albinas diabéticas inducidas intraperitonealmente con
135 mg/kg de alloxano; los extractos fueron administrados por via oral,
posteriormente se midié la glucemia por el método de glucosa oxidasa
en escalas de 1, 3, 6 y 12 horas, donde se observa que la glucemia se
reduce en 42,5%, en comparacion al basal hiperglucémico y los grupos

control.

RAMIREZ,?9) efectud investigaciones farmacoldgicas de plantas con
propiedades medicinales en Cladas Colombia y midié6 el efecto
hipoglucemiante e inmunomoduladora, donde las especies como
Alternanthera williamsii (Standley), Ludwigia polygonoides H.B.K.,
Phenax rugosus (poir) Wedd, muestran que tienen actividad
inmunomoduladora; y Solanum dolichosepalum (Bitter), y Tabebuia
chrysantha (Jacq) Nichols, tienen actividad hipoglucemiante, los
resultados muestran que las mismas plantas se utilizan para tratar

varios padecimientos en diferentes regiones, a pesar de la



biodiversidad existen pocos vegetales que se han validado mediante

estudios experimentales quimicos y bioldgicos.

FEKRY et al.,?) investigaron sobre los extractos de 16 plantas y 4
algas medicinales que tienen efecto de reducir la hiperglucemia,
comunmente utilizadas en Egipto, administrados por via oral a ratones
gue fueron inducidas a diabetes experimental a concetraciones de 10 y
50 mg/kg por 7 dias, entre los extractos de plantas que mostraron
capacidad para disminuir la glucemia fueron: Fraxinus ornus, Cichorium
intybus, Salix aegyptiaca, Acutifolia Cassia, Eucalyptus globulus. Y las
algas que tuvieron elevada actividad hipoglucemiante fueron Caulerpa

lentillifera y Versicolor Spirulina, verificandos experimentalmente.

CASTRO et al.,? investigaron sobre la utilizacion practica de plantas
medicinales contra la diabetes en las poblaciones oaxaquefias en
México, para lo cual, se realizaron estudios detallados de plantas
nativas y antecedentes etnobotanico contra la diabetes. Ademas
reportaron trabajos de ensayos in vitro e in vivo, donde concluyeron
que existen 22 familias Gtiles contra la diabetes 2, de ellas, las familias:
Lamiaceae, Cecropiaceae, y Equicetaceae tienen elevado numero de
especies y solo 23 tienen propiedades de reducir eficientemente la
glucosa en sangre mediante modelo animal. También se reportan que
los compuestos quimicos que intervienen en los efectos antidiabéticos
experimentalmente comprobada son los compuestos fendlicos y

terpenos, los que fueron identificadas y aisladas en diferentes plantas.



LAYONAL et al.,?® estudiaron la toxicidad de Maytenus macrocarpa,
administrada diariamente durante 7 dias a ratas de cepa C57BL,
observando las caracteristicas funcionales y reproductivas de ratones
machos sexualmente maduros; se proporcionaron los extractos via
oral, luego se sacrificaron al octavo dia. Se recolectaron datos del peso
corporal y Organos reproductivos, testiculo, epididimo y conducto
deferente, se evaluaron la concentracion, motilidad y morfologia
espermatica de las ratas. Donde se observé diferencias significativas
del peso corporal y del epididimo. No hay diferencias en el conteo de
espermatozoide entre los grupos control y experimental. En conclusion,
no se evidencié mortalidad de los ratones en dosis elevada, y no tuvo

efectos toxico.

RADENCOVIC et al.,?¥ estudiaron los métodos y técnicas para causar
diabetes mediante induccién quimica con alloxano y estreptozotocina
en Belgrado Servia, donde recabaron conocimientos cientificos
actualizados en modelo animal, realizando comparaciones entre estos
modelos y la diabetes humana, asimismo, manifiestan que la diabetes
es la alteracion del metabolismo de modo severo, crénico; y afecta
gravemente a las poblaciones del mundo, por ello, el modelo animal es
una herramienta muy importante para realizar estudios de efecto sobre
la diabetes en roedores, evitando hacer estudios directamente en
individuos humanos. Concluyen que los métodos de induccion con

alloxano y estreptozotocina son modelos experimentales muy



1.2.

importantes y similares a las condiciones anatomopatoldgicas vy

fisiopatoldgica de la enfermedad en humanos.

ZULOETA Y MEJIA,®® analizaron la efectividad del uso de Smallantus
sonchifolius “yacon” sobre los niveles de glucosa en roedores con
diabetes inducida utilizando alloxano 0,5 g / 200 mL por via peritoneal
en volumentes de 0,1 a 0,7 mL ; los especimenes tenian entre 30 a 40
g de peso; la evaluacion de la glucemia inicial del control £110 mg/dL;
luego del tratmiento se observa que los grupos disminuyen la glucosa
de 138,30 mg/dL, a 107,70 mg/dL . Ademas se observd significancia
anatomopatolégico por causa de la toxicidad del alloxano en el
pancreas por las malformacion de células y destruccion de los islotes

de Langerhans.

BASE TEORICA

a) Plantas medicinales y sus generalidades.
En nuestro pais hay una gran diversidad de plantas medicinales
con un namero aproximado de 4,400 especies que el hombre del
campo aprendio a utilizarlos, y al mismo tiempo a transmitido a sus
generaciones posteriores que forman parte de los saberes
culturales de muchas comunidades por la estrecha relacion a las
especies vegetales!>1326)  |as plantas medicinales en las
diferentes culturas indigenas han propuesto desde sus inicios una

proyeccion integral del problema de salud humana, al estudiar al



hombre enfermo como un todo planteando que este debe ser
analizado en conjunto con la enfermedad, de este modo, no sélo se
interesa por los sintomas fisicos, sino también por el estilo de vida,
su forma de pensar, sus emociones, sus intereses, asi como sus
procesos morbosos los cuales son de importancia diagnostica y

terapéutica®®”:28),

En amazonia peruana se cuenta con aproximadamente 1,028
especies de estas plantas medicinales usadas comunmente por los
pobladores indigenas, riberefios y campesinos de los
departamentos de Loreto, Huanuco, Pasco, San Martin, Ucayali y
Madre de Dios®@%30), El 80% de los pobladores de zonas rurales,
viven de productos de las plantas medicinales, estos productos por
ser de gran adaptabilidad a diferentes habitats, por su buen
rendimiento, rentabilidad y su utilizacion, se ha extendido a zonas
urbanas de las ciudades de Iquitos, Pucallpa, y Madre de Dios(®9).
Por ello, las demandas por las costumbres y el conocimiento
transmitido al sector urbanos tienen un efecto muy grande sobre
los bosques. Pues estas plantas tienen grandes espectros de
accion medicinal como: antibacteriano, antiviral, antimicotico,
antioxidante, antiparasitarios, antialérgico espasmolitico protector
de o6rganos cardiotonico, antiinflamatorio e hipoglucemiante; son
tan amplias su utilizacion que abarcan hasta las carencias
nutricionales, por lo que, las acciones humanas influyen si este

recurso medicinal desaparece o no en nuestra region®®3%; porque
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las partes usadas de las platas medicinales son hojas, tallos frutos,

raices, semillas, cascaras, exudados, aceites(12:28),

Tal es asi, se vienen haciendo estudios en los extractos vegetales
de uso medicinal en la amazonia, donde Chang®, reporta que
estudios realizados en M. dubia Kunth McVaugh., un arbusto
mediano, que crece en las laderas de los rios 0 en zonas
inundables con elevada radiacion solar, su fruto presenta altas
concentraciones de &cido ascorbico, y tiene accion antiviral,
antioxidante, antiinflamatorias, anticancerigena, antigripal, de esta
planta son utilizadas raiz, tallo, hojas, frutos maduros y verdes, por
ser muy efectiva para tratar gripe, bronquitis cronica, artritis,
inflamaciones, controla la presion, y trata la diabetes. Ademas esta
planta presenta moléculas bioactivas producto de su metabolismo,
que actuan como protectores frente a factores adversos como los
flavonoide de tipo rutina, quercetina, kaemferol, morina, también
presentan acido caféico, elagico, clorogénico, ferulico y acido
ascorbico. Adicionalmente, presenta compuestos como luteina, B-
caroteno. Asimismo tiene moléculas de antocianinas de tipo
pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, malvidina,
petunidina, y catequinas. Castro et al.,® realiz6 estudios en la
variacion del contenido de vitamina C y antocianinas en M. dubia
Kunth McVaugh. “Camu camu”, donde demuestra las altas
concentraciones de vitamina C y antocianina manifiesta su

actividad antioxidante, antigenotoxico. Esto podria ayudar al control
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del peso corporal, inhibir el envejecimiento celular y podria influir
positivamente sobre enfermedades de tipo morbiles como las

neoplasias y diabetes.

Higuita et al.,*9 describe que C. asperifolia Trécul. “renaco caspi”,
como un arbol de gran altura, dioicas, con tallo lenticelado,
exudado hialino que se oxida a negro, hojas simples de textura
coridcea, es consumida por aves del bosque, Romaniuc et al.,
expresa que esta especie vegetal presenta amplia distribucion
neotropical, principalmente en bosque de tierra firme. Asi mismo
Delgado®3), menciona que en la medicina tradicional de lquitos, la
corteza, hoja y raiz de C. asperifolia Trécul., son utilizados en
tratamiento para la diabetes. Alves®4, estudi6 la actividad
antimicrobiana de C. asperifolia Trécul. “Renaco caspi”; donde se
pudo evidenciar que la actividad antibacteriana, las moléculas que
presetan los extractos actlan sinergicamente inhibiendo el
crecimiento de las bacterias. Asi también, Jeffreys et al.,®® realizé
el analisis de porcentaje de inhibicion de las moléculas bioactivas
presente en el extracto, y compar6é con la inhibicion del &cido
ascorbico. Donde se obtuvo que en los 6rganos como hojas y
frutos de C. asperifolia Trécul. “Renaco caspi” tienen mucha
capacidad antioxidante, pues en ensayos in vitro, sus valores son
de 63,07 y 98,74 % en comparacion al acido ascorbico a 35 pg/mL,
observando una capacidad antioxidante atribuida a moléculas

como los flavonoides.
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b)

Asi mismo, Vargas et al.,®® realiz6 andlisis quimico de la partes
vegetales como corteza y hojas de R. peruviana Standl.,
obteniendo moléculas de alcaloides que identificaron vy
cuantificaron, determinando su estructura de quinina acetato,
quinina alcohol, N-etil quinina; y cinchonidina, indoliquinuclidina,
remijinina, epiremijinina y apocinchonamina, N-acetil-
deoxycinchonicinol y N-acetilcinicinol, quinamina, conquinamina,
cinchonidina y quinidina; Asi también, Ruiz et al.,®) realizé
estudios descritivos de tres alcaloides como quinina, cupreina,
cinchonina y tres cinchonas o alcaloides posible artefacto
cinchonina-HCI, acetilcupreina y N-etil quinina. Saltos®, reporta
gue los alcaloides a bajas concetraciones tienen efecto en la

hiperglucemia en ratones.

Los bosques y los saberes culturales de la medicina
tradicional.

Los bosques se extienden en aproximadamente un 30% del
planeta, y de ello los bosques neotropicales de latinoamerica se
extienden en un 7%, alli se encuentran un 60% de especies de
plantas del planeta, por los estudios de biodiversidad se entiende
gue en una hectaria de bosque hay entre 125 y 300 diferentes
especies vegetales maduras, y que gracias a su biodiversidad y
abundancia estas varian entre los diferentes Ilugares de
amazonia®®, Asi mismo, los arboles de los bosques, son fuente

directa de alimentos, pues proporcionan frutos, raices, hojas,
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semillas etc. y su presencia favorece a una serie factores
ambientales, como regulacién del clima, retencién del agua, control
de la erosion de los sedimentos, formacion de suelos, reciclaje de
nutrientes, polinizacion, control biolégico, refugio de especies
animales, obtencién de materias primas, y albergan a los recurso
genéticos, ademas los bosques son también utilizados como

recreacion y saberes ancestrales®8).

Asi también, dichos vegetales presentan sustancias naturales que
lo utilizan como: mecanismos de defensa, atraccion, alelopatia,
protectores contra rayos ultravioleta, contra herbivoros, y frente a
otras plantas y microrganismos, estas sustancias protectoras
pueden ser: venenos, antibioticos, fungicidas, entre otros
compuestos, que han adquirido a través de un proceso evolutivo en
la lucha por la existencia, estos compuestos son utilizados

medicinalmente®,

Como muestra en la figura 01
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FIGURA N° 01 FUNCION DEL METABOLISMO SECUNDARIOS
DE VEGETALES

(Fuente: Jaramillo y Giraldo 2014)

Por ello, hay una estrecha relacion del hombre del campo y sus
saberes obtenidos de la naturaleza y utilizados para tratar y sanar
muchas enfermedades con partes, secreciones Yy aceites
producidas por las plantas, este conocimientos esta centralizado en
los chamanes, amas de casa de las comunidades indigenas y
campesinas, dichos conocimientos son adquirido por las
poblaciones urbanas, que lo aplican para tratarse y recuperar la
salud; estos saberes cultulrales, es conocido como tradicional o
alternativo. Las plantas que tienen propiedades medicinales se
debe gracias a productos del metabolismo que acumularon en sus
diferentes partes, que al ser utilizadas actian como agentes

importantes en el tratamiento de enfermedades, dicha propiedades
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medicinales le dan un valor agregado a las plantas que ayuda al
aprovechamiento éptimo del recurso®”-38),

Asi mismo, las plantas que estan en diferentes lugares del bosque
de la amazonia tienen diferentes nombres que son atribuidos por
los grupos étnicos segun el idioma o dialecto al que pertenecen. En
las zonas rurales los que utilizan estas plantas tienen mucho
conocimiento etnobotanico de ellas para su aplicacién en el campo
de la medicina tradicional en el diagnostico, curacién y prevencion
de enfermedades(t7:39),

Por otro lado, en zonas alejadas de la amazonia donde no cuentan
con servicios de salud, los chamanes por el conocimiento que
poseén en medicina tradicional son los encargados de la salud de
la poblacion. Las personas que tienen a disposicion los servicios de
salud recuren a los chamanes teniendo la seguridad de ser
sanados porque las costumbres estan muy arraygados en ellos, los
meédicos tradicionales tratan con adecuada aplicacion de los
conocimientos ancestrales, y esto constituye culturalemente la
base de la biodiversidad de uso sostenible del recurso®?.
Actualmente, los saberes culturales sobre plantas medicinales han
interesado a los hombres de ciencia y académicos por las
bondades que presentan, que al ser utilizadas en forma apropiada
estos extractos en estudios experimentales in vitro e in vivo
apertura un espacio del conocimiento tradicional en terapias de

enfermedades importante que afectan a la poblaciones.”)
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c) Fotosintesis y moléculas bioactivas del metabolismo.
El fenomeno de la fotosintesis es fundamental sobre la tierra, la
cual consiste en la utilizacion de energia luminica y absorcién del
CO2 para su posterior reduccidn y transformacion hasta
carbohidratos, como sub producto la liberacion del oxigeno al
medio ambiente, de este modo, este proceso sostiene la vida en el
planeta tierra, produciendo frutos entre otras partes vegetales para
alimento, el oxigeno que se libera al medio ambiente lo utilizan
animales y el hombre para la respiracion(), consecuentemente
contribuyen a la disminucién del fenémeno del cambio climatico y
efecto invernadero mediante la utilizacion y acumulacion de
carbono a través de la elaboracion de metabolitos secundarios
derivados que utilizan como respuesta a ataques de patdégenos,
cambios ambientales y para preparacion de remedios que traten
los padecimientos de personas(2813); asimismo, el fenémeno
fotosintético ocurre interiormente en las células, dentro del
cloroplastos, donde presentan dos lugares de accion clave; 1) el
estroma, donde se captura el carbono por la rubisco, y 2) la
membrana de los tilacoides, donde se inicia el flujo de los
electrones. La fotosintesis comienza cuando la luz induce a la
clorofila a oxidarse e iniciar el flujo de electrones, al mismo tiempo
ocurre el rompimiento de la molécula de agua que libera electrones
gue reduce a la clorofila ubicado en el fotosistema Il, este flujo de
electrones produce energia quimica haciendo que el NADP+ se

reduzca a NADPH; los protones que se producen por la lisis del
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agua, generando un incremento quimiosmatico dentro del tilacoide
generando la produccion de ATP. Estos productos de energia
quimica (NADPH, ATP) son utilizado en la fase oscura en el
estroma; aqui la rubisco captura COz2, produciéndose una hexosa
gue se rompe en dos triosas de fosfoglicerato, luego esta molécula
cambia consumiendo la energia quimica producida (ATP y NADPH)
para producir gliceraldehido 3 fosfato y formar glucosa como un
producto final de la fotosintesis("4041, |a ecuacion de este proceso

fotosintético es:

2H20 + CO2—1,  [CH20]n +H20 +02

Ademas, de producir glucosa y carbohidratos, el proceso
fotosintético se encuentra acoplado a la produccion de lipidos,
proteinas, peptidos, y otros metabolitos secundarios por la
necesidad natural de las plantas a enfrentar depredadores y
factores ambientales("4%), Estos metabolitos se agrupan en : 1)
moléculas del metabolismo primario, obtenida de manera directa
por el metabolismo, 2) metabolitos intermediarios, obtenidas
directamente por el desdoblamiento de moléculas del metabolismo
primario, y 3) los metabolitos secundarios, de caracteristicas
especificas que cierra taxondénicamente a las familias, que tienen
funciones metabolicas especificas y que normalmente se encuentra

en estructuras vacuolares®, esto se observa en el Cuadro N°01.

18



CUADRO N° 01: TIPOS DE METABOLISMO CELULAR

( Fuente: Jaramillo y Giraldo 2014)

PRIMARIO INTERMEDIARIO SECUNDARIO
Carbohidratos | Monosacaridos: Glucosa; azucares
Glucosa y Fructuosa | modificados, acidos

irbnicos heparina

Proteinas Aminoéacidos Alcaloides. Taninos,

fenilpropano, cumarina

Lipidos Acidos grasos Policétidos, Terpenos

esteroles, triterpenos

Acidos Bases nitrogenadas | Tretrapirroles, alcaloides

Nucleicos imperfectos

Paralelamente, el efecto de cambios ambientales e interaccion con
microorganismo y otras especies vegetales generan cambios
moleculares y metabdlicos que originan moléculas bioactivas
derivadas como : acido cinamico, benzoico, gélico, protocatéquico,
acidos organcos solubles, cumarinas, fenoles simples, derivados
del acido benzoico, taninos condensados e hidrolizados,
floroglucindles, flavonoides, alcoholes, terpenoides, estereroides,
aldehidos alifaticos, cetonas, naftoquinonas, antraquinonas,
lactonas simples e insaturadas, aminoacidos, polipéptidos, purinas,

nucleosidos y alcaloide etc.
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Asi mismo, esta diversidad y abundancia de moléculas genero
interes por sus cualidades, pues se habia puesto mucha atencion
en la elaboracion de dichas sustancias que actian como proteccion
contra el ataque de agentes biolégicos o factores ambientales;
existen vias del metabolismo que origihnan metabolitos

secundarios9), esto ilustra en la figura N° 02.

€02+ H20
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c
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| Ruta del Acido Mevalonico |

AcetlII CoA

Ciclo
Krebs

Ruta del Acido Mal6nico

FIGURA N°02 VIAS METABOLICAS PARA FORMACION DE
MOLECULAS BIOACTIVAS

(Fuente: Sdenz 2012; Jaramillo y Giraldo 2014)

Por esto, genera gran interes conocer que solo unas pocas

moléculas utilizadas como precursores en las vias del

metabolismo, donde los enzimas tiene un rol de transformacion
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d)

importante pues ellas intervienen en muchas reacciones, donde
realizan la remocion, reduccion, metilacion, hidroxilacion,
ciclizacién, isomerizacion, y pudiendo también ser reversibles para

la elaboracién de un metabolitos secundarios®.

Diabetes experimental y estudios sobre hipoglucemia vy
toxicidad con vegetales.

La DM es una enfermedad prevalente en el mundo, se caracteriza
porque el higado y el musculo no pueden almacenar glucosa en
forma de glucdgeno y los tejidos son incapaces de utilizar glucosa,;
esto es originado por perturbaciones en la utilizacion de energia
quimica de alimentos relacionados al metabolismo, como
carbohidratos, grasas, proteinas, y defectos en la secrecion de
insulina y la accion de la misma(®.

Por otro lado, la DM se sub divide en DM tipo 1. que es
dependiente de la insulina, debido a que las células beta
encargadas de producir insulina se destruyeron esto hace que se
presenten sintomas como; exceso de hambre (polifagia), sed
intensa (polidipsia), y orinar demasiado (poliuria), ademas la
persona se siente cansada y tiene trantornos visuales.

La DM 2: es causada por la disminucion gradual de insulina y al
mismo tiempo el ineficaz uso de esta (insulinorresistencia), existen
estudio que la DM2 se produce por el estado de obesidad,
sedentariedad, y los sintomas son similres a la DM1, esta se

manifiestan en edad avanzadas. Hay otros tipos DM: originadas de
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causa genética, o patologia como fibrosis del pancreas o inducidas
por medicamento para el tratamiento de enfermedades. La
Diabetes gestacional (DG), es diagnosticada durante el embarazo,
no es una diabetes manifiesta.®

Para aprender del proceso de esta enfermedad se han desarrollado
induccion a diabetes experimental que produce una hiperglucemia
y esta a su vez presenta caracteristicas metabolicas y fisioldgicas
similares a la diabetes humana, donde el pancreas es dafiado por
accion del alloxano y la estreptozotocina®?). EI mecanismo
producido por alloxano y estreptozotocina es aumentar la
generacion de radicales superoxido via xantina oxidasa de las
células pancredticas, estimulando la produccién de H202, NO, Oz
causando la fragmentacién del ADN en las células de los islotes
pancreaticos mostrando cambios fisiopatolégicos caracteristicos de
la diabetes?4344) En ensayos realizados se sugieren provocar
DM2 con estreptozotocina 6 alloxano a 40, 100, 135, 200 mg / kg
de peso®>4647)  Bequer et al.,*® menciona que este método
pueden tener numerosas variantes generalmente al ser utilizadas
en edades adultas para lograr una hiperglucemia severa. Asi
mismo, Ramos y Mendez“?, expresa que las variantes pueden
originarse por los diferentes cambios fisiolégicos, nutricionales,
animicos que presenta el animal.

Los ensayos quimicos realizados para DM2 en ratones, pueden ser
observadas detalladamente, analizadas y extrapoladas a casos

humanos para su estudio, la diabetes tiene un gran impacto social,
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pues en el afio 2012, las personas que la padecen estan entre el
85 a 95 % del total de los casos de enfermedades crénicas lo que
puede aumentar al afio 2030. Este es un problema de salud
prevalente y grave en el mundo, la mayoria de los paises han
incrementado rapidos cambios culturales, sociales, envejecimiento
de la poblacién, aumento de la urbanizacion, cambios de dieta,
reduccion de la actividad fisica y otros comportamientos poco
saludables-®), Debido a ello, la ciencia puso interés en desarrollar
diversos estudios preclinicos utilizando modelos in vivo en ratones
y ratas para verificar los efectos de extractos vegetales de uso
tradicional sobre la hiperglicemia inducida®”).

Se han desarrollado estudios sobre efectos hipoglucemiante de
especies vegetales como: Helichrisum odoratissimum, donde se
trabajo con extractos acuosos a concentraciones de 50, 100 y 150
mg / kg , los resultados muestran que a diferentes concentraciones
disminuyo en 38%, 65%, y 75% respectivamente el nivel de
glucosa en sangre de los ratones diabéticos la potencia del extracto
era dependiente de la dosis a un p < 0.05®; ademas,
investigaciones hechas en Mormodica charantia “ Melon” en rata
mostraron una gran actividad hipoglucemiante a concentracion de
450 mg / kg de peso®®. En Smallanthus sonchifolius “yacon” se
observo su capacidad de disminuir la hiperglucemia en ratones con
DM 2 inducida con alloxano y se verifico su eficiencia en la
disminucion de la hiperglucemia, en este ensayo, la glucosa inicial

y final del control hiperglucémico fue 130,60 mg/dL y 151,45 mg/dL
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respectivamente, el extracto de esta planta disminuye la glucosa
sanguinea de 135 mg/dL a 70 mg/dL, siendo muy sinificativa
estadisticamente®®. También, se hicieron estudios del efecto de
hipoglucemia de extractos crudos de 16 plantas y 4 algas
comunmente utilizadas en Egipto como antidiabético, estos se
administraron por via oral a ratones diabéticos, en dosis 10 a 50
mg / kg por peso durante 1 semana, entre los extractos de plantas
gue mostraron mayor actividad de hipoglucemia fueron: Acutifolia
Cassia, Fraxinus ornus, Salix aegyptiaca, Cichorium intybus,
Eucalyptus globulus, y entre los extracto de algas que mostraron
mayor actividad fueron Caulerpa lentillifera y Versicolor Spirulina,
confirmando su actividad hipoglicémica®). Ademas, en ensayos
hechos en ratones diabéticos provocados con alloxano, se utilizo
extractos de la corteza de Tabebuia obscura, y se determiné la
reduccion de la glucosa sanguinea en un 42%, Siendo significativo
a p < 0.05 en comparacién con el grupo control positivo®9. Asi
mismo, estudios confirman los informes folcléricos de meédicos
tradicionales sobre la bioactividad contra la DM, donde las plantas
se consideran como sustitutos prometedores para los farmacos
antidiabéticos®-21).

Por otro lado, es importante realizar ensayos de toxicidad, pues la
utilizacion de plantas medicinales para tratar enfermedades
cronicas por tiempos prolongados podria causar efectos toxicos en
los que consumen dichos extractos®®); tal es asi, que Castafieda y

Salazar®), evaluaron efectos de toxicidad aguda y los efectos
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antiulceroso y antitumoral de extractos de Capsicum pubescens
rocoto”. Donde se utilizaron 50 ratas hembras de color blanco, lo
que fueron evaluados después de administrar los extractos a 500,
1000, 2000, 10000, 12000 mg/kg; los resultados obtenidos
muestran que este vegetal no presenta toxicixidad en ninguna de
las dosis. Carrasco et al.,(1¥ realizé estudios preclinicos en extracto
hexanico de semilla de Jatropha curcas “pifion” a concetraciones
de 500 y 1000 mg/kg y observaron propiedad antidiarreica y
actividad toxica, esto se realiz6 en 50 ratones con pesos promedios
de 25 g se los proporcioné carbén activado al 5% como indicador
de motilidad intestinal, como controles se empleo atropina y
neotigmina 1 mg/kg, se obtuvo un efecto toxico mediantes la
relajacion de la movilidad intestinal, siendo mas evidente a 1000
mg/kg del extracto.

Robalino®® investigd el efecto antidiarreico y cicatrizante del
extracto etandlico de Cyclospermum leptophyllum en 4 ratones
albinos, entre 30 y 35 g ; a 3 de ellos se administré 2 mL de la
infusion de Cyclospermum leptophyllum 0,1 g/mL de cada 35 g se
administré via oral, se observo durante 14 dias, estos experimentos
muestran que no hay cambios en referencia al comportamiento y
sintomas téxicos. Toribio et al.,®Y estudié la toxicidad aguda y sub
aguda de Polygonum hidropiperoides en ratones, utilizando una
dosis Unica de 5000 mg/kg, y dosis diaria durante 14 dias de 1250
mg/kg del extracto hidroalcoholico. Los resultados evidencian que

no hay cambios en la funcion de los 6rganos de estos animales.
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Observando que Polygonum hidropiperoides muestra no ser

toxico.

1.3. DEFINICIONES DE TERMINOS BASICOS

Antioxidante: Compuesto bioactivo con capacidad de detener o inhibir
la oxidacion de sustancias y compuestos celulares. Se obtienen de
compuestos vegetales y microorganismo utiles en la alimentacion,
algunos de estos son clorofila, 3-caroteno, licopeno, polifenoles, retinol,
a-tocofero, &cido ascorbico, entre otras.

Capacidad antidiabética: Accion de un compuesto de origen vegetal o
animal para controlar la glucosa sanguinea en rangos fisiolégicos
adecuados Cepa BALB/c: Caracteristicas fenotipicas y genotipicas
propias de ratones, son usados en laboratorio para realizar ensayos de
laboratorio.

Compuesto quimico: Union de dos o mas elementos por reacciones
qguimicas de origen sintético o natural.

Toxico: Compuestos dafiinos que a determinada concentracion
manifiesta signos en organos blancos, usados adecuadamente son
excelentes antiparsitarios, antibacteriano, antimicatico, e insecticida.
Diabetes: Alteracion de los niveles de glucosa por resistencia de los
organos o limitada secrecion de insulina o ambas, originando un
padecimiento cronico.

Dosis: Administracion referido a la concentracion y tiempo de una

sustancia o compuestos que se ingiere, para lograr un efecto.
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Estreptozotocina: Compuesto de origen fungico utilizado para inducir
a diabetes experimental.

Extractos vegetales: Son sustancias obtenidas a partir de un triturado
de cualquier parte de un vegetal (hoja, raiz, tallo, etc.) con ayuda de un
solvente.

Glucosa plasmatica: Es la concentracion de glucosa en el plasma
sanguineo. Sus valores normales en humanos es 70 y 110 mg/dL.
Hiperglucémico: Condicién elevada de la glucosa en el plasma
sanguineo de un individuo que sobrepasa los valores normales.
Hipoglucemiante: Atributo de un extracto vegetal para disminuir la
glucosa en el plasma sanguineo.

Inducida: Propio de un efecto, o cambio en la forma natural y funcional
de un organismo.

Liofilizado: Es la deshidratacion en frio a bajas preciones de un
extracto.

Metformina: Compuesto quimico utilizado para combatir la condicion
diabética, disminuye la hiperglucemia.

Moléculas bioactivas: Compuestos quimicos que son producidos por
plantas o animales, que son protectores y restauradosres celulares.
Nefropatia: Mal funcionamiento de los nefrones, que puede tener
diferentes origenes; edad del rifion, sobredosis medicamentosas.
Neuropatia: Mal funcionmientos del sistema nervioso, causado por
medicamento o fatiga mental.

Metabolitos secundarios: Compuestos producidos por organismos

vegetales que favorecen la proteccion de sus células y érganos.
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Medicina tradicional: Sabares culturales practicadas por nativos o
grupos étnicos, que utilizan plantas medicinales o animales para curar
sus dolencias y enfermedades.

Poliuria: Orinar abundantemente y a cada momemto.

Poliafagia: Hambre en exeso e incontenible.

Polidipsia: Sed insaseable y excesiva.

Retinopatia: Alteracion funcional de la retina originado por diferentes
causas.

Sulfonilureas: Antibiéticos sugeridos para tratar la diabetes 2, induce a
la produccién de la insulina.

Tratamiento: Accidn de tratar a una persona o grupos de personas.

Terapia: Forma de rehabilitacion para curar a una persona..
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CAPITULO Il : VARIABLES E HIPOTESIS

2.1. VARIABLES Y SU OPERACIONALIZACION

para extraer sus compuestos con

ayuda de solventes

de extractos

Variable Definicion Conceptual Indicador indice Escala Pregunta
Dependiente ¢Es toxico y tiene
Toxico e | Condicion desfavorables que un Toxico Numero de Discreta | efecto
Hipoglucemiante | organismo manifiesta causado por signos hipoglucemiante M.

compuestos presente en un presentes dubia Kunth
McVaugh. “‘camu
extracto.
_ ) ) ) camu”, C. asperifolia
Capacidad de un compuesto o | Hipoglucemiante mg/dL Continua .
_ Trécul. “renaco
compuestos de reducir la
caspi y R.
hiperglucemia. peruviana Standl.
Independiente “chullachaquicaspi”
Extractos vegetal | Trituracion de una parte del vegetal | Concentracion mg/mL Ordinal plantas de amazonia

peruana en ratones
de cepa BALB/c
inducido con STZ.
Iquitos — 2017.
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2.2. FORMULACION DE LA HIPOTESIS

Los extractos de plantas medicinales como M. dubia Kunth McVaugh.
“‘camu camu”, C. asperifolia Trécul. “Renaco caspi” y R. peruviana
Standl. “chullachaqui caspi” tienen capacidad de disminuir la
hiperglucemia sin ningun signo u efecto toxico, caracteristica que
genera grandes perspectivas para preparar un fito farmaco de

importancia para tratar la diabetes.
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CAPITULO Ill: METODOLOGIA

3.1. TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION

Cuantitativo, Los resultados se cuantificaron midiendo la glucemia en

mg/dL, y los extractos acuosos de los vegetales en mg/kg, luego se

analizaron para concretar su efecto.

Experimental; Se tienen los grupos control y experimental (inducido),

se proporcionaron los tratamientos a grupos control con solucion

fisiolégica y los grupos experimentales con extractos acuosos

vegetales en estudio, luego se midieron los efectos.

Diagrama: experimental

Mz X o1 Individuos tratados con extracto acuoso Vegetal.

M2 X o2 individuos control

M: Muestra; X: Tratamiento; O: Medicion de las muestras

Transversal; Se hacen ensayos o estudio en un momento definido.
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Diagrama: Transversal

Experimento en un momento

Linea temporal >

Sentido Transversal

3.2. POBLACION Y MUESTRA

Los experimentos se realizaron en los laboratorios del Instituto de
Medicina Tradicional IMET ubicado en San Lorenzo 205 San Juan
Bautista. Los ejemplares fueron ratones Mus musculus de cepa
BALB/c, los que nacieron en el bioterio del IMET donde fueron vigilados
permanentemente a temperatura de 25°C, humedad entre 30 — 70%, y
ciclos de luz/oscuridad de 12/12 horas, con libre acceso a alimento y
agua.

En los ensayos de efecto toxico se utilizaron 24 ratones M. musculus
BALB/c hembras de 10 a 12 semanas de edad, con pesos de 25 a 40g,
se form6é 4 grupos de 6 ratones y se les proporciond oralmente
extractos acuosos de M. dubia Kunth. McVaugh., C. asprifolia Trécul., y
R. peruviana Standl., a dosis de 2000 mg/kg, y un grupo control al que
se le proporcion6 solucién fisiologica; Luego se hicieron las
observaciones de posibles signos o efecto toxicos comparando con el

grupo control.
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3.3.

Para medir el efecto de hipoglucemia se utilizaron 120 ratones M.
musculus BALB/c hembras de 4 a 5 semanas de edad, de 18 a 22 g
agrupados en namero de 10; un grupo se mantuvo sin induccion para
tener el control negativo o0 sano tratado con solucion fisiologica, a 110
de ellos se provoco hiperglucemia con STZ donde dos grupos fueron
controles, un negativo o hiperglucémco tratado con solucion fisiologica
y un hiperglucémico tratado con glibenclamida 20 mg/kg. 90 de ellos
fueron tratados oralmente con extractos acuosos de M. dubia Kunth
McVaugh., C. asperifolia Trécul., y R. periviana Standl., cada una a
concentraciones de 100, 500 y 1000 mg/kg, obteniendo 12 grupos en

total (ver anexo 04).
Criterios de inclusion:
- Ratones M. musculus BALB/c de 8 a 12 semanas con pesos entre

25 a 40 g para el protocolo de toxicidad.

- Ratones M. musculus BALB/c de 4 a 5 semanas con pesos entre

18 a 22 g para el protocolo de hipoglucemia.

TECNICAS E INTRUMENTOS

Se utilizaron técnicas de toxicidad®®; Medidas de Glucosa

sanguinea®; Induccién a hiperglucemia®”.
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3.4.

PROCEDIMIENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

a) Colectade las especies vegetales, preparacion de extractos.

Colecta: Se identificaron las familias y especies de C. asperifolia

Trécul. “renaco caspi” y R. peruviana Standl. “chullachaqui caspi”,

se colectaron sus hojas, y se georeferencio el lugar. En el caso de

M. dubia Kunth McVaugh. “camu camu”, se identifico la familia, y se

colectaron los frutos en frascos luego fueron trasladados para ser

procesado, Tabla N° 02.

TABLA N° 02 LUGAR GEOREFERENCIADOS DE Y ESPECIES

VEGETALES COLECTADAS

Lugar de Geo- referencia
Familia | Especie Vegetal
colecta 18M UTM
Myrtaceae | Myrciaria  dubia | INIA 675865 9563134
Kunth McVaugh.
Urticaceae | Coussapoa JENARO 649718 9458368
asperifolia Trécul. | HERRERA
Rubiaceae | Remijia JENARO 650070 9458459
peruviana Standl. | HERRERA
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Preparacion de los extractos:

Las hojas de las especies de C. asperifolia Trécul. “renaco caspi”
y R. peruviana Standl. “chullachaqui caspi”’, se limpiaron,
seleccionaron, y secaron a 40 °C por 168 horas, posteriormente
se trituron y pesaron 50 g de estas hojas secas de cada especie,
esto se llevo a calentar entre 60 y 70 °C en vasos precipitados
de 1000 mL agregando 500 mL de agua destilada por 3 horas.
Los frutos de M. dubia Kunth McVaugh. ‘camu camu”, se
retiraron las semillas y casacaras para quedarse soOlo con la
pulpa; a 50g de pulpa se adicioné 500 mL destilada y se
homogeneizo.

El triturado de C. asperifolia Trécul. “renaco caspi” y R.
peruviana Standl. “chullachaqui caspi”, y el homogeneizado de
pulpa de M. dubia Kunth McVaugh. “camu camu” fueron
tamizados en papel filtro, posteriormente los filtrados se llevd a
concentrar en rotavapor (Rova-100 mrc) a 70 °C por 3 horas a
400 psi. Luego fueron almacenados en frascos ambar a -10 °C
por 24 horas para ser liofilizados (Gas valve Scientz — 50f)
durante tres dias.

De este proceso se obtuvieron tres polvos finos de cada especie
denominado extracto acuosos liofilizado para hacer las

soluciones a concentraciones adecuadas®? (anexo N°01).
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b) Evaluacion de latoxicidad de los extractos acuosos:

- Se agruparon a ratones M. musculus cepa BALB/c en 4 grupos
de 6 individuos, se hizo un control del peso inicial a todos los
grupos, posteriormente se administraron los extractos acuosos
de M. dubia Kunth McVaugh. “Camu camu”, C. asperifolia
Trécul. “Renaco caspi” y R. peruviana Standl. “chullachaqui
caspi”, a dosis Unica de 2000 mg/kg en volumen de 0,5 mL; al
grupo control s6lo se administré solucién fisiolégican a 0,5 mL.
Posteriormente se observo en forma detallada alguna respuesta
en las primeras 4 horas, luego se evalu6 en la mafiana y la tarde

hasta los catorce dias.

- Al septimo dia se realizé un control del peso de todos los grupos
de ratones para observar si hay cambios. Despues se siguid con

las evaluaciones.

- Luego a los 14 dias se volvid hacer el control del peso a los
grupos de ratones para compararlos, despues se sacrificaron por
dislocacion cervical y se diseccionaron para observar
detalladamente por comparacion macrocopica posibles cambios
en los siguientes oOrganos: corazon, cerebro, pulmones,

estdmago, higado pancreas, rifion®3 (anexo N°02, 06).
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c) Induccion a diabetes tipo 2 a cepa de ratones BALB/c con STZ

200 mg/kg.:

Induccion a diabetes mellitus experimental tipo 2:

- Se formaron grupos de 10 ratones M. musculus BALB/c, se los
sometio a ayuno durante 12 horas, despues se tomé muestras
de sangre en capilares heparinizados (Biotehc) a todos los
grupos con un corte en la punta de la cola, luego se llevo a
separa el plasma de la sangre para medir la glucosa basal ( 70 a
115 mg/dL) mediante el método GOD PAP “ (anexo N°05).

- Posterior a ello, lo ratones se inducieron a hiperglucemia
mediante puncion intraperitonial con STZ (Sigma) a 200 mg/kg,
en volumen de 0,1; luego se esperd 5 dias y se realiz6 la medida
de la glucosa del plasma sanguineo cortando la punta de la cola
mediante GOD PAP, aceptando como hiperglucémico igual o

mayor a 200 mg/dL“") (anexo N°03)

d) Tratamiento de la diabetes experimental con extractos
acuosos vegetales a diferentes concentraciones:
Se organizaron de la siguiete manera:
Grupo 1. Glibenclamida 20 mg/kg, administrados oralmente en
volumen de 0,1 mL para tratar a 10 ratones inducidos a diabetes

experimental.

Grupo 2: Negativo o sano, administrados con solucién fisiologica a

10 ratones a 0,5 mL via oral.
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e)

Grupo 3: Positivo o diabetes experimental, administrados con

solucion fisiologica a volumen de 0,5 mL a 10 ratones via oral.

Grupo 4: Constituido por 30 ratones con diabetes experimental
subdivididos en 3 grupos de 10, administrados con M. dubia a 100,

500, 1000 mg/kg a 0,5 mL via oral.

Grupo 5: Constituido por 30 ratones con diabetes experimental
subdivididos en 3 grupos de 10 administrados con C. asperifolia a

100, 500, 1000 mg/kg a 0,5 mL via oral.

Grupo 6: Constituido por 30 ratones con diabetes experimental
subdivididos en 3 grupos de 10 administrados con R. peruviana, a

100, 500, 1000 mg/kg a 0,5 mL via oral.

Se administré por 5 dias, luego se volvi6 a medir la glucosa del

plasma sanguineo ver los efectos. (anexo N°04).

Verificacion de la concentracion de glucosa plasmaética
después de la administracion de extractos acuosos:

Después de los cinco dias de administrar de los tres extractos
acuosos se midié la glucosa del plasma sanguineo, mediante el
método GOD PAP®), para ver si hay efectos favorables o

desfavorables, luego se analizaron los datos (anexo N°05).
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3.5. TECNICAS, PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LOS DATOS

Esto datos fueron analizados mediante estadistica descriptiva de
medianas, rangos minimo y maximo, intercuartilico; y también se
evaluaron mediante el ANOVA - Kruskall wallis para datos no
paramétricos, en el programa Bioestat 5.3, estadisticamente

significativa a un p <0,05.

3.6. ASPECTOS ETICOS

En este aspecto se tuvo en cuenta las normas de bioseguridad en

laboratorios y el bioterio, donde se usaron, guantes, mascarillas, batas,

goros, botas de papel, entre otros accesorios que brindan proteccion

personal.
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CAPITULO IV: RESUL TADOS

En los resultado de toxicidad a 2000 mg/kg con los tres extractos a los 14
dias no mostraron ningun signo desfavorable o téxico en los ensayos;
ademas tampoco hay cambios en el comportamiento de los ratones.

Despues de los 14 dias, se sacrific6 a los ratones y se realizd la
comparacion de los érganos; donde se mostré que los organos de ratones
de todos los grupos tratados con extractos acuosos no mostraron cambios

aparentes comparando con el control.

En cuanto a los pesos se obtuvo los siguiente:

Tabla N° 03: PESO PROMEDIOS Y DESVIACION ESTANDAR EN

RATONES BALB/C TRATADOS CON TRES EXTRACTOS A 2000 mg/kg

Especie Inicio Dia 7 Dia 14
Myrciaria dubia 36,3+3,1 37+1,2 35,2+2,2
Coussapoa asperifolia  32,5+2,4 34,5+2,1 35.4+1,9
Remijia peruviana 37,812,4 39,1+2,2 36.6%2,7
Control 29,3+3,3 30,8+3,7 31+2,5

Fuente: el tesista

40



En la tabla se observan los promedios de pesos y la desviacion estandar de
ratones tratados con extractos a 2000 mg/kg frente al control, donde se

muestra que no hay cambios significativos en los pesos al inicio, 7 y 14 dias.

Después de la induccién a hiperglucemia se realizé los tratamientos con

extractos vegetales y se obtuvo los siguientes resultados:

El grafico N° 01, muestra que a 100 mg/kg de extracto, los valores menor y
mayor de glucosa plasmatica es 102,1 mg/dL y 140,9 mg/dL, con una
mediana de 119,15 mg/dL y un rango intercuartilico de 19,4 muy parecido al
control glibenclamida (H=30,718, a p > 0,05); asi también, a 500 mg/kg los
valores menor y mayor de glucosa plasmatica es 101,3 mg/dL y 161,7
mg/dL, con una mediana de 113,1 mg/dL y rango intercuartilico de 12,2
parecido al control glibenclamida (H=32,05; a p > 0,05). Finalmente, a 1000
mg/kg de extracto los valores menor y mayor de glucosa plasmaética es 78,8
mg/dL y 105,1 mg/dL, una mediana de 95,2 mg/dL y rango intercuartilico de
17,3; parecido al control glibenclamida y control negativo o sano (H= 25,10;

a p>0,05).
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Grafico N° 01: EFECTO HIPOGLICEMIIANTE DE M. dubia Kunth

McVaugh. A TRES CONCENTRACIONES EN RATONES BALB/C
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Fuente : Datos del Tesista

Leyenda: Diabéticos tratados con 100, 500 y 1000 mg/kg de extracto;
Control Glibenclamida = tratado con glibenclamida; Control negativo =
sano tratado suero fisioldégico; Control Positivo = Diabéticos tratado con
suero fisiolégico

El grafico N° 02, muestra que a 100 mg/kg de extracto los valores menor y
mayor de glucosa del plasmatica es 180,2 mg/dL y 227,1 mg/dL, con una
mediana de 200,1 mg/dL y rango intercuartilico de 17,5; parecido al control
positivo o diabético (H=33,48 a p > 0,05). Asi mismo, a 500 mg/kg de
extracto los valores menor y mayor de glucosa es 87,1 mg/dL y de 194,5

mg/dL, con una mediana de 110,2 mg/dL y rango intercuartilico de 21,6
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parecido al control glibenclamida (H=29,16 a p > 0,05). Finalmente, a 1000
mg/kg de extracto los valores menor y mayor de glucosa del plasmatica es
78,5 mg/dL y de 120,1 mg/dL, con una mediana de 96,6 mg/dL y rango
intercuartilico de 13,75; parecido al control glibenclamina y control negativo o

sano (H=25,59 a p > 0,05).

Gréafico N° 02: EFECTO HIPOGLICEMIIANTE DE C. asperifolia Trécul. A

TRES CONCENTRACIONES EN RATONES BALB/C.
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Fuente : Datos del Tesista

Leyenda: Diabético tratados con 100, 500 y 1000 mg/kg de extracto; Control
Glibenclamida = tratado con glibenclamida; Control negativo = sano
tratado suero fisiolégico; Control Positivo = Diabético tratado con suero

fisiologico.
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El grafico N°03, muestra que a 100 mg/kg del extracto, los valores menor y
mayor de glucosa plasmatica es 40,2 mg/dL y 214,3 mg/dL, con una
mediana de 136,4 mg/dL y rango intercuartilico de 47,5; parecido al control
glibenclamida (H= 26,61 a p > 0,05). Asi también, a 500 mg/kg los valores
menor y mayor de glucosa plasmatica es 86,7 mg/dL y 118.2 mg/dL, con una
mediana de 101,5 mg/dL y rango intercuartilico de 16,95; parecido al control
glibenclamida (H=28,02 a p > 0,05). Finalmente, a 1000 mg/kg los valores
menor y mayor de glucosa plasmatica es 74,6 mg/dL y 125,6 mg/dL, con una
mediana de 97,2 mg/dL y un rango intercuartilico de 21,62; parecido al
control glibenclamida y el control negativo o sano (H=25,02 es similar a p >

0,05).

Gréafico N° 03: EFECTO HIPOGLUCEMIIANTE EN R. peruviana Standl. A

TRES CONCENTRACIONES EN RATONES BALB/C
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Fuente : Datos del Tesista

Leyenda: Diabético tratados a 100, 500 y 1000 mg/kg ; Control
Glibenclamida = tratado con glibenclamida; Control negativo = sano,
tratado suero fisiolégico; Control Positivo = Diabético tratado con suero

fisiologico
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CAPITULO V: DISCUSION DE LOS RESULTADOS

El estudio se efectud con tres extractos de plantas de la Amazonia peruana:
M. dubia Kunth McVaugh., C. asperifolia Trécul., y R. peruviana Standl., para
evaluar su toxicidad y verificar su actividad hipoglicemiante, basados en los
saberes etnobodtanicos, lo que serviria de base para elaborar un fito farmaco
que trate la diabetes. Dando sustento cientifico a los conocimientos
tradicionales de nuestra amazonia y a las plantas medicinales
tradicionalmente usadas contra la diabetes.

Para los ensayos de la toxicidad aguda, se emple6 el protocolo de estudio
de OCDE 423®3), que orienta ensayos en modelo in vivo con ratones. Donde
sugiere administrar una concetracion maxima de 2000 mg/kg de una
sustancia para observar signos de probables de toxicidad; en este caso, lo
que reflejaria los extractos acuosos de las tres especies vegetales en
estudio a ratones M. musculus de cepa BALB/c. De acuerdo a esto, los
protocolos de toxicidad tiene mucha importancia; ello refuerza
experimentalmente las consecuencias adversas que tendrian las plantas
medicinales al ser utilizadas; pues ellas, a veces no tienen cualidades
medicinales de las que se mencionan®?. Ademas, muchas plantas tienen
principios activos que pueden manifestar efectos adversos si sobrepasan
determinadas concentraciones®%), al mismo tiempo, amplia los
conocimiento de uso de los extractos; pues cada vez mas son utilizadas por
las poblaciones rurales y urbanas®®. Complementariamente, el método de
toxicidad practicado puede demostrar que los extractos acuosos de las

plantas podrian ser usados para terapias en forma segura y efectiva®+5%),
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Teniendo en cuenta que muchas plantas son utilizadas en muchas
afecciones cronicas que requieren tratamientos prolongados, que garanticen
la relacion riesgo beneficio del extracto vegetal®®. Concordante a esto, es
muy relevante tener conocimientos del efecto toxico de los extractos
acuosos ensayados, porque proporciond elementos de juicio para su
utilizacién, verificando su inocuidad, lo que aumenta la confianza para ser
utilizada en la elaboracion de un fito farmacos que puedan tratar
enfermedades y afecciones crénicas como la diabetes. Por ello, es necesario
realizar investigaciones de efectos toxicos y de reduccién de la hiperglcemia
para verificar sus cualidades medicinales. Ya que en la actualidad, las
plantas que tienen este efecto son muy utilizadas para tratamientos en la
medicina complementaria, y estudiadas en el espacio académico, ya que
tienen muchas demandas®9.

Los extractos acuosos de M. dubia Kunth McVaugh., C. asperifolia Trécul., y
R. peruviana Standl., a 2000 mg/kg muestran ser inocuo en los ratones M.
musculus cepa BALB/c, lo que se refleja en el comportamiento natural; y la
normalidad del aspecto fisico de estos al ser tratados. Ademas, no hay
efecto en los pesos de estos roedores tratados con los extractos acuosos al
inicio, a los 7, y 14 dias (tabla N° 03); En la observacion de los 6rganos
todos muestran normalidad al ser comparado con el control, concordante
con Rondan et al.,®® realiz6 estudios de toxicidad en extracto de M. dubia
Kunth McVaugh., y encontro que este extracto no presenta efectos adversos
sobre el peso corporal, y no hay ninguna alteracion en el aspecto de los
organos. Concordando con los ensayos realizados en este estudio con

extracto acuosos de M. dubia Kunth McVaugh. En los aspectos ya descritos
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en ratones M. musculus cepa BALB/c. Ademas en los ensayos de
hipoglucemia; los roedores tratados con extractos acuosos de M. dubia
Kunth McVaugh., muestran que a 100 y 500 mg/kg, su efecto hipoglucémico
es similar al control glibenclamida; a 1000 mg/kg es similar al control
glibenclamida y control negativo o sano (grafico N° 01). En estudios
realizados por Chang®, en el que reporta que esta planta presenta,
flavonoides, antocianninas, catequinas, B-caroteno; acido ascorbico, entre
otros compuesetos bioactivos y Castro et al.,*® encontro que la pulpa del
fruto maduro presenta vitamina C a centraciones de 1,6 a 1,8 g /100 g y
antocianina 22,8 y 86,7 mg /100 g, y manifestan que estos compuestos son
multifuncionales; de acuerdo a ello Rondan et al.,®® Ruiz et al.,*Y
mencionan que M. dubia Kunth McVaugh., proporciona beneficios a quienes
lo consumen, y sus compuestos bioactivos tienen efecto protector; lo que
demuestra no ser toxico y tener efectos hipoglucemiante.

Para el caso de C. asperifolia Trécul., no existen articulos que reportan
investigaciones de toxicidad. Sin embargo, Jeffreys et al.,®®, estudié los
extractos de C. asperifolia Trécul., y demostré que tiene un enorme potencial
antioxidante comparable a los del &acido ascoérbico, en el contenido
fitoquimico presenta principalmente flavonoides y flavonoides glicocilados.
Asi mismo en los ensayos de hipoglucemia los extractos acuosos de C.
asperifolia Trécul., a 100 mg/kg no presenta efectos hipoglucémico siendo
similar al control positivo o diabético; sin embargo a 500 mg/kg tiene efectos
hipoglucémico similar al control glibenclamida; y finalmente 1000 mg/kg su
efecto hipoglucémico se incrementa similar al control glibenclamida y

negativo o sano (Grafico 02). Debido a ello, se podria sugerir su capacidad
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antioxidante es por la presencia de flavonoides, demostrando ser inocuo
para efectos de los pesos, comportamiento, aspecto en los oOrganos, y
ademas tener efectos hipoglucemiante.

En cuanto a R. peruviana Standl., es una planta medicinal que no se
reportan estudios de toxicidad in vivo; sin embargo, existen estudios
fitoquimicos realizados por Ruiz et al.,®® y Vargas et al.,®” donde
determinaron cualitativamente los metabolitos secundarios presentes en esta
planta, en la que reportaron pricipalmente alcaloides como, quinina acetato,
quinina alcohol y N-Etilquinina; cinchonina, cinchonina-HCL, cupreina,
acetilcupreina; asimismo, Franco et al.,®) demuestra la capacidad
antioxidante que presentan los alcaloides de Cecropia membranacea,
teniendo efectos de inhibir o retardar la oxidacion de otras moléculas; asi
también, Saltos®, en su investigacion describe que los alcaloides de Lupinus
mutabilis, poseen efectos antiinflamatorio, antiulceroso, antibacteriano,
antifingico y es un excelente hipoglucemiante. De acuerdo con esto, los
extractos acuosos de R. peruviana Standl., a 100 y 500 mg/kg su efecto
hipoglucémico es similar al control glibenclamida; finalmente a 1000 mg/kg
su efecto se incrementa similar al control glibenclamida y el control negativo
0 sano; lo que sugiere que los alcaloides presentes tienen capacidad
antioxidante, que los hace inocuo sobre los pesos, comportamento, aspectos
de los organos, ademas, tienen efecto hipoglucémico. De acuerdo a ello
Ruiz et al.,®Y manifiensta que los antioxidante de las plantas pueden
cambiar la actividad metabdlica de un organismo que lo consume, ayudando
contra los compuesto dafiinos o radicales oxidantes para neutralizalos, de

este modo, anulan los procesos patologicos que se gestan a nivel celular

49



producidas por los virus, compuestos cancerigenos, estrés oxidativo, entre
otros factores. Concordante a ello, en este estudio realizado con extractos
acuosos se evidencian ser inocuos Yy ademas favorablemente
hipoglucemiante debido a su administracion oral. Asi mismo dichos extractos
reportan moléculas bioactivas como flavonoide (rutina, quercetina kaemferol
y morina), beta carotenos y luteina, catequinas, acidos polifendlicos como
acido elagico, acido clorogénico, acido caféico acido feldrico, antocianina
(cianidina 3 glicosilada), acido ascorbico®@8), y alcaloides @@, Lo que
concuerda con investigaciones realizadas por Uranga et al.,*® y Leos et
al.,* donde manifiestan que los antioxidante como: el acido ascoérbico,
acidos fenolicos, el glutation, la vitamina E, acido oléico, alcaloides,
derivados de la clorofila, aminoacidos y aminas y compuestos carotenoides
comprobaron ser excelentes antidiabéticos. Ademas, el trabajo realizado por
Saltos®, en sus ensayos demuestra que los alcaloides son muy efectivos en
la disminucion de la hiperglucemia manifestando tener efectos secretogogo e
insulinomimético. Adicionalmente a esto Ruiz et al.,“) manifiestan que el
acido ascorbico y los flavonoide como rutina, quercetina, kaemferol, morina,
son antioxidantes con gran actividad hipoglucemiante, concordante a ello
Mora et al,*® demuestra en sus ensayos in vitro que altos valores de
compuestos antioxidantes vegetales como flavonoides reflejan la presencia
de “scavengers”, que son compuestos bioactivos que se oxidan protegiendo
a los tejidos durante el estrés oxidativo producido por la hiperglucemia, que a
Su vez coayuvan a las enzimas catalaza (CAT) y superoxido dismutada
(SOD) a disminuir el estrés oxidativo en las células. Ademas Nakamura et

al.,®® en su investigaciéon manifiestan la accién de los flavonoides como
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quelante del hierro, cobre, y zinc, asi como de su capacidad para secuestrar
radicales libres. Ademas inhiben a las especies reactivas de oxigeno
(EROs), como: lipo oxigenasa (LO), ciclo oxigenasa (COX), mielo peroxidasa
(MPO), NADPH oxidasa y xantina oxidasa (XO); evitando reacciones
oxidativas, asi también extienden su accion inhibiedo enzimas involucradas
indirectamente en los procesos oxidativos, como la fosfolipasa A2 (FLA2); a
la vez estimulan otras con propiedades antioxidantes, como produccion de la
CAT vy superoxido dismutasa SOD. evitando el dafio oxidativo producido por
los radicales libres de estres oxidativo que causa la diabetes. De acuerdo
con estas investigaciones, Herrera et al.,® reporta que los flavonoide de las
plantas son excelentes antidiabéticos, dentro de estos flavonoides la
quercetina, kaemferol, rhamnetina y morina, inducen a la actividad de
secretogogo o hipoglucemiante, ademas son insulinomimético, equilibrando
la insulina y la glucosa; reducen la peroxidacion de lipidos e inhibe
produccion de Oz y NO. Ademas, los acidos polifendlicos que inducen a la
produccion de sirtuina 1 (SIRT1) que es una proteina desacetilasa tipo Il
implicado en procesos de antienvejecimiento y antinflamatorio que tiene un
rol protector en la diabetes. Por otra parte, Palomino®?, describe que los
flavonoides y Los acidos fendlicos potencian la accién de las incretinas; pues
estas son hormonas peptidicas intestinales que se secretan en respuesta a
la ingestion de carbohidratos. Las incretinas como el polipéptido
insulinotrépico (GIP) y el péptido similar al glucagon 1 (GLP-1) participa en la
regulacion fisiologica normal de la glucosa sanguinea; cuando la glucosa
esta elevadas, el GLP-1 y el GIP actuan sobre el las céluas 3 del pancreas

estimulando la sintesis y liberacién de insulina. Asi también Vasquez®?),
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demostrd en ensayos in vitro, la inhibicion de la enzima alfa glucosidasa con
extractos de C. asperifolia Trécul. y R. peruviana Standl., donde dichas
especies tienen alta capacidad inhibitoria de la alfa glucosidasa (enzima)
responsable de la degradacion de carbohidratos y la produccion de glucosa
para su absorcion en el intestino; de este modo, ayuda a la disminucién de la
absorcion de la glucosa del intestino. Por ello, se puede sugerir que los
extractos estudiados presentan estas cualidades hipoglucemiante por la
presencia de flavonoides acidos organicos y alcaloides cuya accion no se
limitd al nivel celular sino también tiene efecto a nivel extracelular. Es
conveniente mencionar que la evaluacion in vitro es biocomparables a los
modelos in vivo®Y). Asi también, Las cualidades de los flavonoides es
proporcionada porque en su estructuras quimicas presenta, O-dihidroxi en el
anillo B que atribuye estabilidad a la forma radical que participa en la
deslocalizacion de los electrones; el doble enlace en conjuncion con la
funcién 4- oxo del anillo C; los grupos 3- y 5-OH con funcién 4-oxo en los
anillos A y C. Asi mismo, es importante la accion sinérgica con el acido
ascorbico por que su presencia reduce a los flavonoide aumentado su
potencial antioxidante que efectua sobre las células mucho mas tiempo,
ademas de tener la capacidad hidrosoluble y liposoluble que hace unirse a
membranas celulares y pasar con facilidad dicha estructura®23. Para el
caso de lo alcaloides puedan jugar un rol importante contra el dafio
oxidativo, varios de los compuestos nitrogenados de las plantas superiores
son potentes inhibidores de varios procesos oxidativos, tanto in vivo como in

vitro pero su mecanismo de accién adn no ha sido descrito®4 .
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Asi también, estos compuestos bioactivos de tipo de flavonoides, alcaloides,
acidos ascorbico, acidos fendlicos entre otros, en las plantas se encuentran
acumulados en todas sus partes tales como hojas, flores, frutos, que le
sirven para el crecimiento, reproduccion, contra el ataque de patégenos y
condiciones de estrés®841) Para el estudio se utilizaron las partes de las
hojas de C. asperifolia Trécul., y R. peruviana Standl., y los frutos de M.
dubia Kunth McVaugh., en forma de extractos acuosos evidenciando su
efecto no téxico e hipoglucemiante, posiblemente debido a la presencia de
estos compuestos bioactivos acumulados en estas partes. pues, el efecto de
estos extractos de las plantas estdn avaladas por los registros
etnobotéanicos, en el que menciona que M. dubia Kunth McVaugh., C.
asperifolia Trécul., y Rp Standl., son especies medicinales utilizadas por las
poblaciones indigenas y campesinas como medicina tradicional para el

tratamiento de la diabetes(1.8.30.33),
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CAPITULO VI: PROPUESTA

Los extractos vegetales de uso medicinal en la Amazonia peruana es
considerada como alternativa tradicional importante por ser economico,
accesible y eficiente, es aprovechado por las poblaciones locales
interesadas en los saberes tradicionales. El estudio trata de sustentar
cientificamente sus propiedades medicinales de las plantas; aperturando
muchas oportunidades cientificas presentes en la biodiversidad de nuestra
amazonia, no solo en la preparacion de un fito farmaco para tratar una sola
enfermedad, sino a otras muchas enfermedades, pues las plantas
mendicinales tiene gran versatilidad en el tratamiento de muchas
enfermedades, dentro de estas las diabetes. Por ello, la preparacion de un
fito farmacos utilizado contra la diabetes, es de suma importancia, pues es
una de las enfermedades crénicas muy prevalentes en la actualidad en la
poblacién mundial, esto impactan en las personas que la padecen en el
aspecto econoémico, fisico y Psicologico.

Por esta razon, es necesario realizar investigciones para buscar una mezcla
muy efectiva que ayude a la terapia prologada de actividad hipoglucémica en
diferentes disefios experimentales que hagan posible el producto
antidiabético, aperturando nuevas alternativas en la busqueda en muchas
plantas con entecendentes etnobotanicos contra la diabetes. Asimismo,
realizar los ensayos de toxicidad en esto extractos es importante, pues hay
disefios en tiempos mucho mas prolongados de 21, 90, 270 dias, que
proporcionan mas datos para analizar su actividad y concetraciones

adecuadas en tiempo prolongado. Ademas, a estos extractos también se
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pueden realizar fraccionamientos e identificacion quimica para conocer que
molécula es responsable de la propiedad medicinal, o si no es asi, podria ser
el sinergismo de moléculas bioactivas del extracto. Asi también, con el
fraccionamiento se podrian desarrollar ensayos in vitro para verificar como
actian estas moléculas, luego probar en sistemas vivos y verificar su accion.
Asi mismo, se deben realizar mezclas de los extratos, para investigar si asi
son mas efectivas. Finalmente, se deben llevar estos estudios a probar en
individuos humanos para tener certeza de su accién favorable en
organismos superiores, como ocurre en los ensayos in vivo y ensayos in

vitro anteriormente mecionados.
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CAPITULO VIl : CONCLUSIONES

Los extractos acuosos no son toxicos en los ratones M. muculus cepa

BALB/c.

Los extractos acuosos son hipoglucemiantes en ratones hiperglucémicos

M. muculus cepa BALB/c.

El extracto acuoso de Coussapoa asperifolia, es menos eficiente como

hipoglucemiante
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CAPITULO VIIl: RECOMENDACIONES

Los ensayos se efectuaron con la preparacion clasica de los extractos,
sin embargo, seria importante realizar la prepracion de extratos en frio,
posiblemente aumente la eficiencia de los extractos como

hipoglucemiante.

Se sugiere realizar mas estudios en estas especies vegetales respecto a
su toxicidad cronica a 28, 90 y 270 dias para tener mas detalles de los

efectos.

Es importante realizar los ensayos en cepa de ratones que desarrollan

diabetes espontanea, lo que ayudaria a tener y comparar los datos y

conocer mejor los efectos de los extractos.
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ANEXOS



ANEXO N° 01

PREPARACION DE EXTRACTO

Las hojas secas y limpias Se obtubo 50 g
de R. pruviana y C. de pulpa del
asperifolia frutos

!

Se tritura y pesa 50 g

=

Se calienta entre 60y 70 - Se homogeneiz6 con
°C durante 3 h 500 mL agua
i destilada

l

Se tamiza con
papel filtro

™ Se concentra en rotavapor
-— 70°Cpor3h

\4

Se congela a -10 °C por 24
h

liofilizar por 72 h

A 4

El Liofilizado es utilizado en la
preparacion de soluciones




ANEXO N° 02

METODOLOGIA DE LA ACTIVIDAD TOXICA

4 grupos de 6 ratones hembras de 8 — 12 semanas

Pesado de los
ratones
Ayuno de 12 horas
Grupo control || 3 Grupos  experimentales
administrado administrados con extractos
con solucion fisiologica. acuosos vegetales a 2000
Py | P

\ /
|

descripcidn de signos
y comportamiento de

toxicidad
sacrificio animal
extraccion y

comparacion de  los




Tratamiento por 5 dias con los extractos,

glibenclamida y la solucién fisiolégica

ANEXO N° 03

INDUCCION Y TRATAMIENTO PARA MEDIDA DE LA ACTIVIDAD

HIPOGLICEMIANTE

Seleccion de los ratones 4 — 5 semanas

17

Ayuno de 12 horas

Toma de muestra de la glcemia basal (70 a 115 mg/dL)

Induccion con estreptozotocina 200 mg/kg

Espera de 5 dias

¢

v

Toma de muestra de ratones hiperglicémicos

!

|

v

Control negativo o
sano tratado con
solucion fisiologica

Control droga Grupo experimental Control positivo
glibenclamida tratado con los extractos | hiperglucemico
20mg/kg. acuosos a 100, 500, || tratado solucion
1000 mg/kg fisioldgica
despues de 5 dias de
tramiento se realiza el

control de la glucemia

Recolecta y analisis de los datos

}

Sacrificio Animal




ANEXO N° 04

RESUMEN DE LOS GRUPOS DEL EXPERIMENTO HIPOGLICEMIANTE

NO
GRUPOS MUESTRA VOLUMEN Via
ANIMALES

GRUPO 1 Ratones diabéticos: 0,1 mL 10 ratones Oral
tratados con
Glibenclamida 20

mg/Kg (Droga)

GRUPO 2 Control negativo | 0,5mL. |10 ratones Oral
ratones no diabéticos:
tratados con solucion

fisiol6gica. (sano)

GRUPO 3 Control positivo | 0,5mL. | 10 ratones Oral
ratones diabéticos:
tratados con solucion

fisiol6gica (Enfermo)

A:Ratones diabéticos: 0,5mL 10 Ratones Oral
tratados con extracto

GRUPO 4 | de Md a 100 mgl/kg.

B:Ratones 0,5mL 10 Ratones Oral
diabéticos: tratados
con extracto de Md a

500 mg/kg.

C:Ratones diabéticos: 0,5mL 10 Ratones Oral




tratados con extracto

de Md a 1000 mg/kg.

GRUPO 5

A:Ratones diabéticos:
tratados con extracto

de Ca a 100 mg/kg.

0,5mL

10 Ratones

Oral

B:Ratones
diabéticos: tratados
con extracto de Ca a

500 mg/kg.

0,5mL

10 Ratones

Oral

C:Ratones diabéticos:
tratados con extracto

de Ca a 1000 mg/kg.

0,5mL

10 Ratones

Oral

GRUPO 6

A:Ratones diabéticos:
tratados con extracto

de Rp 100 mg/kg.

0,5mL

10 Ratones

Oral

B:Ratones
diabéticos: tratados
con extracto de Rp a

500 mg/kg.

0,5mL

10 Ratones

Oral

C:Ratones diabéticos:
tratados con extracto

de Rp a 1000 mg/kg.

0,5mL

10 Ratones

Oral

TOTAL

120 Ratones




ANEXO N° 05

METODO GOD PAD

Toma de muestra de sangre 100 pL

L

Se centrifuga a 5000 rpm x 5 min.
Para separar el plasma

v

paralelamente

Se agrega 10 pL de plasma a
los tubos de 1 mL con reactivo

de glucosa. (muestra)

Se agrega 10 pL glucosa al
tubo de 1 mL con el reactivo.
de glucosa (Estandar)

l

o

minutos

Ambos se llevan a incubar
en bafio mariaa 37°C x 10

l

estandar

Se recolectan los datos de
absorbancia a 505 nm de
los tubos de la muestra y el

l

Glucosa mg/dL=

A las absorbancias se aplica :

Absorb.Muestra X 100

Absorb. Estandar




ANEXO 06

OBSERVACION DE LOS ORGANOS EXTRAIDOS EN LOS RATONES

Cerebro

Corazén

Pulmones

Estémaao
Higado Pancreas
Rifion 47T =~ %
Bazo Intestino

Fig N°01 Organos del control




