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RESUMEN

La presente investigacion se realiz con el objetivo de determinar el efecto
hipoglucemiante de un extracto etandlico de las hojas de Hamelia patens
(chichipince) a tres diferentes concentraciones, las cuales fueron 100mg/kag,
250mg/kg y 500mg/kg de peso corporal. Para ello se emplearon modelos
experimentales utilizandose ratones hembra albinos suizos NIH a los que se
evaluaron en tres diferentes situaciones fisioldgicas: a) normoglucémicos (sanos), b)
Ante una sobre carga de glucosa (normoglucémicos), c) inducidos a diabetes
mediante una serie de dosis bajas de Estreptozotocina (STZ).

La determinacion de los niveles de glucosa se realiz6 por medio de tiras
reactivas, previo a un periodo de ayuno, extrayendo una muestra homogénea de
sangre de cada animal experimental. Se encontré que el extracto etandlico de las
hojas secas de Hamelia patens no presento ningun tipo de toxicidad en los sujetos
experimentales durante su periodo de prueba. En cuanto a la actividad
hipoglucemiante del extracto etanodlico evaluado de Hamilia patens, no resulto
efectivo para reducir los niveles de glucosa en sangre y por lo tanto no representa una

alternativa para el tratamiento de la diabetes tipo 2.

vi



I. INTRODUCION

La diabetes es una enfermedad cronica metabdlica caracterizada por
hiperglucemia y alteraciones de carbohidratos, grasas y proteinas. Se asocia a una
absoluta o deficiencia relativa en la secrecién y/o accion de la hormona insulina. A
nivel mundial afecta aproximadamente 200 millones de personas, una prevalencia

que se ha previsto aumentara a 366 millones para el 2030 (Kalofoutis et.al. 2006).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), considera a esta enfermedad un
problema de salud puablica, alcanzando proporciones de pandemia mundial. Segun
los expertos, la diabetes junto a la depresién ocuparian los primeros lugares de
mortandad en el presente siglo. Entre los principales factores de riesgo de
padecimiento de esta enfermedad se encuentran la obesidad, el sedentarismo y un
historial familiar con antecedentes de diabetes, hechos que amplia el ambito de
personas susceptibles de padecer esta enfermedad, por lo que la mayoria de la
poblacion esta propensa en alguna etapa de la vida de sufrir de este padecimiento
(Banderas 2006).

Numerosos estudios han demostrado que la diabetes mellitus se encuentra
asociada al incremento de la formacion de radicales libres derivados del oxigeno y a
la disminucién del potencial antioxidante del organismo, generando el dafio
oxidativo de la célula B del tejido pancreatico. A esto se suma que los tratamientos
convencionales representan un alto costo econémico y que en muchos casos tienden

a presentar efectos secundarios. (Madaleno 2007)

Por otra parte el estudio de la herbolaria medicinal o medicina natural ha
proporcionado formas alternativas de mitigar malestares y resolver problemas de
salud. En la actualidad, la medicina natural ha contribuido notablemente al avance de
modernas terapias, esto a pesar de que la quimica industrial sostiene un sélido
soporte farmacologico internacional. Existe una gran variedad de especies vegetales
con alto potencial curativo debido a sus diferentes metabolitos segundarios y en el
gue gran parte de los tratamientos tradicionales implica el uso de extractos de plantas

0 sus principios activos, demostrando la importancia del recurso invaluable que



representan las plantas de uso medicinal, asi como el conocimiento y desarrollo de

sus propiedades terapéuticas (Ortiz 2011).

En este sentido, Hamelia patens “chichipince”, una especie utilizada en la
medicina tradicional latinoamericana y a la que se le asocian propiedades
antimicrobianas, analgésicas, antidepresivas, inmunoestimulantes, cicatrizantes,
antitumorales y antiinflamatorias (Raintree Nutrition. 2004), considerada como un
valioso recurso natural, muy eficaz para la prevencion y el tratamiento de
enfermedades vinculadas con la biologia de las infecciones y los procesos
inmunoldgicos de mama, (Paredes s.a) por lo que ha sido considerada entre las
especies de mayor uso medicinal en El Salvador (Merino 1998).

H. patens es venerada y plantada como un decorativo casi a nivel mundial en
areas tibias y himedas; su fruto es considerado como comestible (Little et. al. 1974).
Es una especie vegetal utilizada en la medicina natural para tratar el pie de atleta,
lesiones de piel y erupcion, las mordeduras de insectos, el golpe nervioso, la
inflamacion, el reumatismo, el dolor de cabeza, el asma y la disenteria (Raintree
Nutrition. 2001, Mast Arboretum. 2001 y Liogier, 1990).

Hamelia patens, debe sus propiedades medicinales a algunos grupos de
sustancias de diversa composicion quimica entre los que se encuentran: alcaloides
inddlicos, terpenos, esteroles y flavonoides (Rios y Aguilar 2006, Bouic y
Lamprecht 1999, Reyes-Chilpa et. al. 2004), cuya accién farmacoldgica sobre el
organismo humano y animal le confieren su valor medicinal (Hsu et. al. 1997,

Ovesna y Slamenovéa 2006).

En consideracion de lo anterior y tomando en cuenta que esta especie vegetal
es ampliamente utilizada como tratamiento de la diabetes en nuestro pais (Gonzales
1994), la presente investigacion se desarrolld con objetivo de validar este uso
tradicional por medio de pruebas utilizando ratones de laboratorio como modelos
biologicos para determinar el posible efecto hipoglucemiante de un extracto

etanolico de las hojas de H. patens.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lamprecht%20JH%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

II. FUNDAMENTO TEORICO

2.1. Diabetes Mellitus

El termino Diabetes Mellitus viene de palabras griegas y latinas. Diabetes
significa “pasar por un sifon” o “pasar a través” en griego una de las primeras sefiales
de la diabetes es orinar demasiado. Por su parte el término Mellitus deriva de una
palabra latina que significa “dulce como la miel”. La orina de una persona con
diabetes contiene demasiada azUcar o glucosa. La Diabetes Mellitus es una
enfermedad donde la sangre contiene demasiada glucosa o azlcar. Los egipcios
describieron la diabetes hace 4,000 afios atras, y un médico griego le dio nombre al
trastorno unos 2,000 afios después. Todavia nadie sabia como controlar esta
condicion devastadora, hasta que Frederick G. Banting tuvo una idea que lo llevé a
descubrir la insulina en 1921 (Banderas 2006).

La clasificacion clésica de la Diabetes incluye dos grandes tipos: Diabetes
Mellitus insulinodependientes y Diabetes Mellitus no insulinodependientes. Sin
embargo, actualmente se han acumulado nuevos conocimientos en los que se han
identificado defectos a nivel de células, tejidos o funciones que estan relacionados
con la expresiéon de la enfermedad. Esto ha dado lugar a la aparicién de nuevas
propuestas para clasificar la Diabetes Mellitus. Recientemente, el Comité de
Expertos de la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) y la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) han propuesto una nueva clasificacion que contempla 4 grupos:
Diabetes Mellitus tipo 1 6 Insulino dependientes, Diabetes Mellitus tipo 2 ¢ Insulino
no dependientes, Diabetes Mellitus gestacional, y otro tipos especificos de diabetes
(ADA 1997).

Este es un trastorno metabdlico caracterizado principalmente por
hiperglicemia. En la que varios procesos patogénicos estan involucrados en su
desarrollo, los que van desde la destruccion autoinmune de las células B en el
pancreas, con la consecuente deficiencia en la insulina, hasta las anormalidades

resultantes en la resistencia a la accion de la insulina. El estrés oxidativo se produce



cuando se rompe el balance entre las sustancias pro y antioxidantes presentes en los
organismos, favoreciéndose la produccién y permanencia de las especies de oxigeno
reactivas (EORs), debido a un incremento de su formacion o a una deficiencia del
sistema de defensa antioxidante, lo que conlleva a que se acumulen y se manifieste

en diversos estados fisiopatoldgicos. (Mora et. al. 2009)

2.2. Diabetes Tipo 1

La Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1) anteriormente conocida como Diabetes
insulino dependiente o juvenil es una enfermedad multisistémica y metabdlica de
comienzo abrupto, caracterizada por una importante deficiencia de insulina como
resultado de la destruccion de las células pancreéticas beta (B) productoras de
insulina (Strayer &Schub 2009).

Las células del cuerpo requieren de energia para su 6ptimo funcionamiento,
estas utilizan la glucosa o el azdcar para producir energia. Al consumir
carbohidratos, el estbmago y el aparato digestivo los transforman en glucosa o
azlcar, y esta es absorbida dentro de la sangre. Las células flotan en la glucosa y no
la pueden utilizar para producir energia. La glucosa necesita entrar en la célula para
ser utilizada como energia. El pancreas tiene células especiales que se llaman células

beta, que forman grupos llamados los islotes de Langerhans. (Schopbach 2007).

Las células beta o células de los islotes de Langerhans, saben cuanta glucosa
estd flotando en la sangre, y entonces secretan o producen la hormona insulina que
actla como mediador por medio del cual la glucosa entra a la célula. La diabetes de
Tipo 1 es un proceso autoinmune, esto significa que los globulos blancos del sistema
inmunoldgico, que protegen al cuerpo contra gérmenes, destruyen las células beta o
células de los islotes de Langerhans. EI hambre en exceso o polifagia es a menudo la
primera sefial o sintoma de diabetes, y puede deberse a diferentes anormalidades o

desequilibrios metabolicos (Schopbach 2007).

Cuando la glucosa aumenta en la sangre, esta se vuelve mas espesa al ser
mas espesa tiene problema para pasar a través de los pequefios vasos sanguineos

Ilamados capilares. Los rifiones tienen vasos capilares especiales que ayudan a filtrar
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la sangre y hacen la orina, la sangre muy espesa tiene dificultad para pasar por estos
capilares causando mucha sed o polidipsia a la persona, por lo que el tomar liquidos
ayuda a que la sangre sea menos espesa, Yy asi el rifion puede filtrarla. Cuando hay
mucha azlcar en la sangre, el rifion tiene que eliminar méas agua del cuerpo para
deshacerse del azucar en la orina a esta accion se le denomina poliuria u orina en
exceso; la glucosa no pasa a las células, entonces las células usan la grasa, la cual es

la fuente de energia almacenada en el cuerpo. (Schopbach 2007).

A medida que las células utilizan la grasa como combustible, se agregan
cuerpos cetonicos a la sangre, los cuerpos cetonicos son un acido o un veneno, y
pueden llegar a acumularse a niveles peligrosos, estos cuerpos cetonicos hacen que la
persona se sienta mal del estdbmago, vomite, con sintomas de cansancio o tenga
problemas para respirar, la persona pierde peso dado que las células estdn quemando

grasa para producir energia (Schopbach 2007).

2.2.1. Factores de riesgo

Los factores de riesgo incluyen algunas infecciones y valoraciones virales,
incluida las paperas y rubeola congénita, mientras que el coxsackievirus, o virus de
Coxsackie, perteneciente a la familia de virus Picornaviridae aparentemente
desencadenan una respuesta autoinmune que provoca la destruccion de ceélulas
pancreéticas beta. En el periodo de lactancia parece una proteccién contra la Diabetes
Mellitus tipo 1, mientras que una dieta alta en productos lacteos puede aumentar el
riesgo de desarrollo de la condicion (Strayer &Schub 2009).

2.2.2. Cuadro clinico

Si bien el proceso de la enfermedad precede a los sintomas en varios afos, el
cuadro clinico generalmente incluye polidipsia repentina (aumento de la sed),
poliuria (incremento de la miccidn), pérdida de peso injustificada, deshidratacién y
fatiga. Otros sintomas incluyen cambios repentinos en la vision, polifagia (apetito en
demasia), hormigueo o entumecimiento de las manos o los pies, piel seca,

infecciones recurrentes y cicatrizacion lenta de heridas. Los sintomas pueden incluir



dolor abdominal, nauseas, vomitos, hiperventilacion, aliento frutal y un nivel

alterado de consciencia (Strayer &Schub 2009).

2.3. Diabetes Tipo 2

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) denominada anteriormente diabetes no
insulinodependiente y diabetes del adulto es la forma mas comdn de diabetes y
generalmente es diagnosticada en adultos. Los tratamientos médicos no incluyen la
cura, sin embargo existen tratamientos para controlar los niveles de glucosa en la
sangre los cuales resultan poco accesibles por su alto costo, es por ello que la

poblacion inicia un tratamiento con plantas o hierbas medicinales.

Este es un sindrome metabdlico, multiorganico, crénico de inicio gradual
caracterizado por una respuesta insuficiente del tejido corporal a la insulina
(resistencia a la insulina) y por una produccion pancreatica deficiente de insulina. El
cuerpo produce la insulina pero las células son resistentes a la insulina (Schopbach,
2007, Strayer &Schub 2009).

Es habitualmente detectada de forma incidental durante exploraciones
médicas de rutina porque los sintomas son usualmente leves, evolucionan durante
varios afios y simulan cambios en la salud relacionados con la edad. La investigacion
actual vincula la causa de la Diabetes Mellitus tipo 2 con los efectos sinérgicos de
susceptibilidad genética y obesidad. A veces los adolescentes que tienen factores de
riesgo pueden desarrollar diabetes tipo 2; las personas que padecen de diabetes tipo 2
no producen suficiente insulina, o la insulina que producen no controla el azucar en

la sangre de la forma que deberia hacerlo. (Strayer&Schub 2009).

Algunas personas con DM2 presentan acantosis nigricans en la cual la piel,
atras del cuello, las axilas y otras areas donde la piel tiene pliegues o dobleces se
oscurece y parece cubierta de vello, dando la impresién de tener el cuello sucio. La
sangre se pone espesa Yy la persona presenta polidipsia, poliuria y cansancio. Por lo
general las células no utilizan la grasa para producir energia es por eso que es comun

que las personas con tipo 2 no producen cuerpos ceténicos. El tener sobrepeso o ser



obeso aumenta el riesgo de tener diabetes tipo 2, disminuyendo el numero de células

que pueden utilizar glucosa normalmente.

Cambiar la dieta, perder peso y hacer ejercicio le ayuda al cuerpo a utilizar
mejor la insulina, la glucosa adicional puede causar que las células beta produzcan
menos insulina, denomindndose toxicidad por glucosa, debido a esto y a la pérdida
de la capacidad de las células beta a través del tiempo las personas con diabetes tipo

2 pueden necesitar recibir insulina en algin momento (Schopbach, 2007).

Aunque un tratamiento terapéutico de nutricion, actividad fisica regular y
mantenimiento del peso corporal son usualmente suficientes para alcanzar el control
Optimo de la glucemia y reducir el riesgo de complicaciones o su progresion en
muchos pacientes, la mayoria necesita tratamiento farmacéutico via oral para la
administracion de la glucosa. El tratamiento temporario con insulina se combina
generalmente con agentes orales durante periodos de enfermedad o de estrés extremo
y algunos pacientes requieren insulina de forma rutinaria durante la etapa tardia de la
enfermedad (Strayer & Schub 2009).

2.3.1. Factores de riesgo

Factores de riesgo incluyen antecedentes familiares, diabetes gestacional
previa (es decir, manifestacion durante el embarazo) anomalias previas en glucemia
en ayuna o tolerancia a la glucosa, edad avanzada, estilo de vida sedentario,
hipertensién, sindrome de ovario poliquistico, dislipidemia y obesidad (Strayer &
Schub 2009).

2.3.2. Cuadro Clinico

Aproximadamente el 85% de los pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2 son
obesos es muy comun que los pacientes se quejen de los siguientes sintomas cuyo
incremento es gradual: fatiga, infecciones recurrentes, cicatrizacion prolongada de

las heridas y cambios en la vision. (Strayer & Schub 2009).

El cuadro puede incluir también los sintomas clasicos como poliuria,

polidipsia cambios en el peso sin explicacion y polifagia en forma infrecuente. Las



complicaciones macro y microvasculares que pueden presentarse en el diagnéstico o
desarrollarse durante el ciclo de la enfermedad incluyen disfuncion renal,
enfermedad de la vista, enfermedad vascular periférica y cardiovascular
arteriosclerotica, neuropatia periférica e infeccion o gangrena de las extremidades.
La cetoacidosis diabética (CAD) o acidosis metabdlica es causada por deficiencia de
insulina es infrecuente en la Diabetes Mellitus tipo 2 pero puede presentarse durante

una enfermedad grave.

Otras afecciones asociadas con la enfermedad incluyen hipertension,
disfuncion sexual, hiperlipidemia aumento de los niveles de grasa en sangre y el
sindrome hiperosmolar hiperglucémico no cetésico (SHHNC) un desequilibrio
metabolico potencialmente mortal accionado por hiperglucemia y caracterizado por
la incapacidad de sustituir liquidos afasia, convulsiones, paralisis, reduccién de la

actividad mental y en casos infrecuentes coma (Strayer & Schub 2009).

2.4. Hiperglucemia

La hiperglucemia significa alto nivel de glucosa en la sangre, es cuando la
glucosa en la sangre pasa de cierto nivel, cuando los niveles de glucosa estan por
arriba de 200-400mg/dl. Un nivel por arriba de los 400mg/dl es considerado
demasiado alto, los altos niveles de glucosa en la sangre de manera constante por
muchos afios es dafiino para los vasos sanguineos y los 6rganos. Los principales
sintomas de hiperglucemia son: orinar mucho, incluso de noche, tener mucha sed,
vision borrosa, sentirse muy cansado, dolores de cabeza o de estobmago (Strayer &
Schub 2009).

2.5. Hipoglucemia

La hipoglucemia significa tener un nivel bajo de azucar en la sangre, el
prefijo hipo- significa bajo. La hipoglucemia a veces es llamada sin “reaccion a la
insulina” porque puede ser causada al recibir demasiada insulina. Un nivel de
glucosa de 70 mg/dL o menor siempre es muy bajo, aunque la persona no se sienta o
parezca y actie como si su nivel de glucosa en la sangre estuviera muy bajo, un nivel

de glucosa en la sangre de 71 a 80 mg/dL es demasiado bajo (Strayer & Schub 2009).



Si baja el nivel de glucosa en la sangre muy rapidamente (de alto a normal o
normal bajo), puede sentirse hipoglucémico aunque el analisis del nivel de glucosa
en la sangre esté dentro de las medidas deseadas. La hipoglucemia puede suceder a
menudo si alguien estd recibiendo insulina para la diabetes. Los niveles bajos de
azUcar son de esperarse, especialmente en personas que controlan muy bien su
diabetes. La hipoglucemia puede suceder de dos a tres veces por semana aunque
puede suceder con mayor o menor frecuencia en algunas personas. (Schopbach
2007).

2.6. Glibenclamida

Es un hipoglucemiante oral de segunda generacion indicada en el tratamiento
de pacientes con DM 2 que no ha logrado la normoglicemia, ha demostrado su
eficacia terapéutica en muchos estudios clinicos como en la practica médica desde su

introduccion en 1969.

Presenta una buena absorcion empleandolo via oral sin variaciones
significativas si se administra con alimentos sin presentar efecto acumulativo,
muestra una duracion de accion de 24 hrs. Con una vida media de 10 hrs. Teniendo
un pico de respuesta con secrecion de Insulina de las 2 6 3 hrs. De su administracion
oral. Entre un 98 y 99% se encuentra unido a proteinas séricas siendo su
biotrasformacion a nivel hepatico produciendo metabolitos inactivos como
débilmente activos. Esta se elimina como metabolitos el 50% por bilis y el restante
50% por la orina (Lisson 1999).

2.7. Mecanismo de accion

Aumenta la sensibilidad de las células beta a la hiperglicemia e incrementa la
secrecion de insulina. Se une a receptores de membrana especificos de las células
beta de los islotes de Langerhans con alta afinidad que estan proximos a los canales
de K*. Al unirse la Glibenclamida a su receptor se inhibe los canales de K sensibles
a ATP y disminuye la permeabilidad de la membrana al K™ (Lisson 1999).



Como el potencial de reposo de las células beta esta determinada por una
variable permeabilidad a los iones K™ la disminucién de las actividades de los
canales K* da lugar a la despolarizacion de la membrana. La disminucion diferencial
del potencial de la membrana plasmatica abrira las canales de Ca®* iénico, que a su
vez desencadenara la exocitosis al alterar la actividad enzimética, las cargas
electrostaticas de la membrana y/o traslocacion de los granulos secretores lo que dara
lugar a la liberacion de insulina, por lo que la Glibenclamida reduce los niveles de
azlcar en la sangre en tanto exista la capacidad exdgena de secretar insulina (Lisson
1999).

2.8. Diabetes inducida

La induccion a la diabetes se ha logrado por diversas técnicas
experimentales en 1889 Von Mering y Minkowski produjeron diabetes experimental
en perros mediante la remocidén quirtrgica del pancreas, desde entonces la
prancreotomia total se ha utilizado en muchas especies, con el objetivo de crear
modelos experimentales. En carnivoros como gato y el perro se presenta un sindrome

diabético clinicamente inestable. (Houssay y Penhos 1960).

En omnivoros y herbivoros se presenta un estado diabético caracterizado
glucosuria moderada y cetonuria variable (Reid 1981). Las hormonas epinefrina,
somatrotopina, glucagon y los glucocorticoides tiene un efecto antagonista sobre la
insulina, cuando estan presentes en exceso, como una repuesta al estrés o una
consecuencia patoldgica de una neoplasia u otros desajustes metabdlicos, la
tolerancia a la glucosa disminuye la hiperglucemia (Houssay 1944, Young 1950) La
epinefrina y glucagon ejercen el mismo efecto en animales y seres humanos cuando
es administra en exceso. También la administracion de hidrocortisona y hormona
adrenocorticotrépica inducen hipeglucemia e hiperplasia en células beta del pancreas
(Penthos et.al. 1965 y Epand et. al. 1985)

Las hormonas corticotropina (ACTH) y prolactina poseen un efecto
diabetogenico moderado, probablemente debido a un trastorno en la utilizacién
periférica de la glucosa. Los roedores y lagomorfos desarrollan glucosuria cuando
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reciben dosis excesivas de hormona de crecimiento. Conejos sometidos a terapia con
glucagén conjuntamente con cortisona y alimentacion especial desarrollan un

sindrome diabéatico semejante a la diabetes inducida por aloxano (Reid 1981).

2.9. Induccion Quimica

El uso de agentes quimicos para inducir diabetes permite un estudio
detallado de los eventos bioquimicos y morfol6égicos que ocurren durante y después
de la induccion de un estado diabético. (Rerup 1970). Estas son sustancias con
actividad especifica que destruyen a las cuelas beta del pancreas y causando
deficiencia insulinica, otros agentes actlan sobre las células betas pero no las
destruyen. Una tercera clase incrementa los requerimientos enddgenos de insulina,
debilita al pancreas y como consecuencia se produce diabetes. Este Gltimo grupo lo
constituyen hormonas antagonistas de la insulina anticuerpos anti-insulina y algunos

agentes quelantes en particular el Zinc (Kadota 1950)

Los agentes mas utilizados son el Aloxano y Estreptozotocina, estos
compuestos en dosis dibetogenicas actlan sobre las células betas. Solo en el hamster
chino se ha observado que la esptretozotocina puede dafar a las células ademas de

las células betas.

Otros compuestos que se utilizan por su accion diabetogénica son el &cido
caproico, derivados del &cido ascorbico, alfa, alfa-dipiridil, acido 5-
hidroxiseudodrico, acido picrolénico, derivados de la aloxana (aloxantina), derivados
del xantato de potasio, clorhidrato de hidrouracilo, ditiocarbamato de amonio, tiourea
y triamcinolona entre otros. (Goldner & Gomori 1944, Brosky Logothetopoulos
1968.)

2.10. Estreptozotocina (STZ2)

Aungue desde muchos afios se conoce su actividad diabetogenica, su
mecanismo de accion no es del todo conocido, algunos indicios indican que el efecto
de la Estreptozotocina es medido a traves de una interaccion de la membrana de la

célula beta (Hermansen 1981). Otros estudios sugieren que hay una alta afinidad a la
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sustancia por la permeabilidad celular lo que ocasiona alteraciones en su
permeabilidad, lo que puede explicar en parte la necrosis selectiva observada en las

células beta del islote pancreatico (Grunert & Phillips 1951)

Algunas evidencias indican que la toxicidad de la esptretozotocina esta
medida por el reconocimiento especifico de algunos receptores sobre las células beta
se cree que provoca un decremento en los niveles del dinucleétido de nicotinamina y
adenina (NAD) ya que puede disminuir su sintesis como aumentar su hidrolisis. La
nicotinamina protege a los animales contra la citotoxicidad tanto de la

esptretozotocina como del aloxano. (Bailey et. al. 1946)

Se ha definido como dosis diabetogenicas la cantidad de agente inductor
que un 80% de los animales de una especie dada, produce hiperglucemia sostenida,
necrosis en las células beta del islote pancreatico y no causa dafios en otros drganos
(Goldner & Gomori 1944) De las diversas especies las mas representativas por su
sensibilidad a la esptreptozotocina que requieren por lo menos de dosis menores son:

mono, hamster, perro, cerdo, ratén y cuyo (Hard 1985)

También se menciona que la Estreptozotocina induce neoplasias renales y
extra renales en ratas que han recibido una sola dosis y que han permanecido bajo
observacion de 8 a 16 meses después de la inyeccion, otras alteraciones pueden
presentarse a nivel del metabolismo del glucogeno en el rifion (Arison & Feudale
1967)

2.11. Hamellia patens

2.11.1. Descripcion botéanica:

Conocida popularmente como “chichipince” es un arbusto de tamafo
mediano, oscila entre 1 y 3 metros de altura pero a veces llega a 7 metros de altura
(Fig. 1), crece como un arbol en las tierras bajas del Atlantico tropical de Costa Rica
(Paciorek et. al. 1995).
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Las plantas pueden tener tallos simples o maltiples, las ramas son de color
naranja a morado las hojas son opuestas o agrupadas de tres en tres o de cuatro,
finamente pilosas a glabras. Las hojas tienen peciolos de 1 a 3,5 cm en su mayoria
son ovado-elipticas a obovado-elipticas con una punta aguda o acuminada lateral, las
venas medias son de color rojo o rosa, el follaje se convierte en un brillante rojo de
ahi su nombre comun presenta un sistema lateral de raiz con raices finas abundantes.
Las raices son rojo-cafés la corteza del tallo es gris y lisa y la corteza interior es
verde claro (Howard 1989).

Figura 1. Arbusto de Hamelia patens “Chichipince” Flores y frutos.

La inflorescencia es terminal, modificado con flores que son tubulares de 12
a 22 mm de largo y de color naranja a rojo. El fruto es una baya esférica a eliptica, de
7 a 10 mm de largo, se torna roja y luego negro en la madurez. Las semillas son de

color naranja-marron, 0,6 a 0,9 mm de largo (Howard 1989 y Liogier 1997).

2.11.2. Origeny distribucion:

El area de distribucion natural de Hamelia patens se extiende desde el sur de
Florida y las Bermudas, a través de las Bahamas, las Antillas Mayores y Menores,
Trinidad y Tobago, y de México a través de América Central y América del Sur a
Paraguay y Argentina la especie también se cultiva en el tropico himedo y
subtropical (Little et. al. 1974).
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e Ecologia

Hamelia patens crece en areas deforestadas, en matorrales con otras especies
de arbustos, en los claros del bosque, o en el sotobosque de la zona basal baja de las
masas forestales. La especie se encuentra en zonas humedas y muy himedas que

reciben de alrededor de 1600 a 3000 mm de precipitacion.

Esta especie prefiere suelos limosos o arcillosos crece en suelos derivados de
materiales de origenes volcanicos y sedimentarios y es mas comun en las zonas de

rocas calizas.
e Reproduccion

Floracion durante todo el afio, es una planta polinizada por colibri
(Cunningham 1994). Las flores también son visitadas por las mariposas. Los frutos
son consumidos por aves. La especie puede propagarse por semillas, plantas
ornamentales, pero comercialmente se producen a partir de esquejes o gajos con la
finalidad de reproduccién por medio de fragmentos del tallo e introducidos en tierra

para producir raices. (Desert-Tropicals 2001).
e Beneficios

Hamelia patens es plantado como ornamental en casi todo el mundo en areas
calidas y humedas, el fruto es comestible (Little 1974). H. patens se utiliza en la
medicina herbal para tratar el pie de atleta, lesiones en la piel y erupcion cutanea,
picaduras de insectos, shock nervioso, inflamacién, reumatismo, dolor de cabeza,

asma, y la disenteria (Liogier 1990 y Raintree Nutrition, 2004).
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I11. METODOLOGIA

3.1. Tipo de Estudio

La presente investigacion se cataloga como un estudio retrospectivo,
prospectivo y experimental, pues se basa en estudios realizados anteriormente y a la
vez propone una nueva alternativa mediante resultados experimentales, a partir de la
informacion retomada de Navarro et. al. 2004. Dado que en nuestro pais, el uso de
especies vegetales con actividad antidiabética no ha sido validado cientificamente, el
presente trabajo de investigacion es de caracter exploratorio. La realizacion de esta
investigacion fue llevada a cabo en las instalaciones del Laboratorio de
Experimentacion Animal del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud
(CENSALUD) de la Universidad de El Salvador.

3.2. Sustancias de ensayo

El extracto etanolico de las hojas de Hamelia patens fue elaborado en el
Laboratorio de Investigacion en Productos Naturales de la Facultad de Quimica y

Farmacia quienes obtuvieron el extracto de acuerdo a la siguiente metodologia.

Las hojas se secaron en la claridad y se molieron en un molino de cuchillas,
posteriormente secas y divididas fueron extraidas en alcohol etilico a 95° en un
aparato soxhlet hasta agotamiento de la muestra. Luego de la recuperacion del
solvente por medio de rota evaporador, se obtuvo el extracto etanélico crudo que fue

utilizado como sustancia de ensayo en la presente investigacion.

3.2.1. Dosis

Las dosis utilizadas del extracto etanolico de las hojas de H. patens fueron
concentraciones de 100 mg/kg, 250 mg/kg y 500 mg/kg de peso corporal de los
animales experimentales que corresponden a dosis baja, media y alta
respectivamente. Como patron se utilizd6 Glibenglamida (medicamento
hipoglucemiante oral reconocido en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2) el
cual desempefio la funcion de testigo positivo y cuya dosis fue de 20mg/kg de peso
corporal, la concentracion de glucosa fue de 3500 mg/kg mientras que para la
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induccion de diabetes se utilizd Estreptozotocina a 45 mg/kg (ver ensayos

preliminares).

3.3. Actividad Bioldgica

Los ensayos se realizaron conforme lo establecido en las guias de la CCAC
(Consejo canadiense del Cuido de Animales) para el cuidado y uso de los animales
de experimentacion (CCAC 1998) respetando los principios éticos de las “Tres R”
(Russel & Burch 1992).

3.3.1. Animales

Se utilizaron ratones hembras Mus musculus de la cepa NIH (National
Institute of Health) procedentes del laboratorio de experimentacion animal del
Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud de la Universidad de El Salvador. Se
procedié a la obtencion de animales experimentales por medio de cruces

poligamicos. Obtenidos los animales se establecieron los grupos experimentales.

Las hembras utilizadas se encontraban en estado juvenil nuliparas y no
gravidas cuyo peso oscilo entre 20 y 23 gr. Todos los animales se mantuvieron a una
temperatura y humedad relativa controlada de 22 + 2°C y entre 50-60%
respectivamente, con un ciclo luz - oscuridad de 12/12 horas, marcados con &cido
picrico para su identificacion individual. Los animales fueron examinados
clinicamente antes de cada ensayo para certificar su estado de salud. La alimentacién
consistio en dieta, a base de concentrado peletizado para ratones y agua destilada en

forma libre.

3.4. Ensayos preliminares

Se realizaron ensayos previos con el objetivo de determinar las dosis
adecuadas de las sustancias a utilizar, en este caso Glibenclamida, Glucosa y STZ;
estableciéndose para ello grupos pequefios de animales (3 individuos) obteniéndose
las concentraciones indicadas anteriormente (ver subtitulo Dosis, numeral 3.2.1), en
igual condicion se realizaron ensayos para establecer un periodo de ayuno apropiado
determinandose un lapso adecuado de 10 horas.
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3.5. Determinacién de la glucemia

La determinacion de los niveles de glucosa en sangre de los animales de cada
uno de los ensayos descritos a continuacion, se realizd mediante un kit comercial de
tiras reactivas y glucometro de marca Prodigy® (fig. 2). Las muestras de sangre se
obtuvieron cortando la punta de la cola hasta la obtencion de una gota homogénea
aplicada sobre la tira del glucometro. Para la colecta de los valores de glucemias se

disefiaron tablas para tal fin (Anexo 1, 2, 3).

"CHEK
Accu Active

Figura 2. Determinacion de los niveles de azUcar en sangre a través de glucémetro A).
Glucémetro comercial Prodigy B) obtencion de muestras sanguineas por medio del corte apical

de la cola en ratones.

3.6. Glucemia Basal

Para cada uno de los ensayos realizados se determind la glucemia basal con el
objetivo de determinar el estado normoglucémico de los animales antes de la
realizacion de cada prueba y poder contar con un parametro de comparacion. (Figura
3) Con este fin, se les privo de alimento y se les coloco sobre una rejilla de piso
metalica dentro de sus respectivas jaulas, de modo que no pudieran ingerir residuos
de alimento o sus propias heces dejando Gnicamente agua a voluntad en el periodo de

tiempo ya determinado.
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Figura 3. Procedimiento para el periodo de ayuno Ay B. colocacién de la rejilla metalica dentro

de las respectivas jaulas sobre la burucha o viruta de madera.

3.7. Efecto inmediato sobre la glucemia.

Se establecieron 5 grupos experimentales conformados por 6 animales (9)
por grupo. Posterior a un ayuno previo de 10 horas se les proporciono el tratamiento
de la siguiente manera: Grupo 1 o control: agua destilada, Grupo 2 o patrén:
Glibenclamida con una concentracion de 20mg/kg de peso, grupos tratamiento: 3, 4 y
5 extracto etanolico de las hojas de H. patens a concentraciones de 100, 250 y 500
mg/kg respectivamente, a todos los grupos se le administro un volumen de 0.2ml de
las diferentes sustancias via oral por canulacion intragastrica. (Figura 4) A partir de

ese momento se determinan las glucemias en todos los grupos a los 30, 60 y 120 min.

Figura 4.Via de administracion de las respectivas sustancias por medio del método de canulacién
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3.8. Efecto ante una sobrecarga de glucosa.

Se utilizaron 6 grupos a razon de 6 individuos por grupo, posterior al periodo
de ayuno (10 hrs.) se determind el valor basal de la glucemia a todos los grupos.
Consecuentemente se les proporciono el tratamiento de la siguiente manera: grupo 1
y 2: agua destilada; Grupo 3 (GLI): Glibenclamida a concentracién de 20 mg/kg;
grupos 4, 5y 6 (Tratamientos): 100, 250 y 500 mg/kg. de la sustancia de ensayo
(extracto etanolico) respectivamente.

Una hora después de administrado el tratamiento anterior, se les administro a
todos los grupos con excepcion del grupo 1, una solucién de glucosa en
concentracion de 3500 mg/kg. Posteriormente se determind los niveles de glucemia a
los 30, 60 y 120 min.

3.9. Efecto durante el desarrollo de la hiperglucemia inducida por

bajas dosis repetidas de Estreptozotocina (diabetes tipo 2).

Se conformaron 6 grupos experimentales con igual nimero de integrantes
(?), asi mismo se determind la glucemia basal con el fin de asegurar el estado
normoglucémico de los animales. Luego se inici0 el tratamiento de la siguiente
manera: Grupo 1 (control no diabetico): solucién tampdn citrato de sodio, pH 4.5, 0.1
ml. ip. durante todo el experimento; Grupos 2, 3, 4, 5 y 6 (diabéticos):
Estreptozotocina (STZ) a dosis de 45 mg/kg, 0.1 ml. ip. en solucion tampdn de
citrato (Figura 5) administrada durante 5 dias consecutivos previo al inicio del

experimento.

Figura 5. Administracion de Estreptozotocina via intraperitoneal para induccion a diabetes.
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Luego de la induccién con STZ, el tratamiento a lo largo de 28 dias fue el
siguiente: Grupo 1 agua destilada (H,Od) ratones normoglucémico, grupo 2 agua
destilada (H.,Od) ratones diabéticos, al grupo 3 se le administro Glibenclamida (GLI)
a una concentracion de 20mg/kg de peso en volumen de 0.2 ml. Los grupos 4,5y 6
recibieron la sustancia de ensayo (extracto etanélico) a concentracion de 100, 250 y
500 mg/kg respectivamente, todos a un volumen de 0.2 ml, todos los dias hasta que
duro el experimento. Se determind las glucemias cada semana al grupo 2 con el
objetivo de asegurar la eficacia del modelo de induccion. Al concluir el experimento
(dia 28), una hora después de la administracion de los tratamientos y previo ayuno
(tal cual fue descrito), se obtuvieron muestras sanguineas para determinar los niveles

de glucosa de todos los grupos.
3.10. Tratamiento Estadistico

Todos los datos obtenidos en cada una de las pruebas bioldgicas fueron
estadisticamente evaluados con el software SPSS 18.0. La prueba de hipdtesis
incluyo el anélisis de varianza de una sola via (ANOVA) seguido de un test
de Tukey para comparaciones multiples. Se consideré que la diferencia entre los
grupos comparados es significativa cuando P < 0.05 Los resultados fueron

expresados como la media + DS (desviacion estandar) de los grupos experimentales.
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V. RESULTADOS

4.1. Observaciones clinicas

Durante la administracion de los diferentes extractos no se observo letalidad o
signos de toxicidad tales como cambios en la apariencia del pelo, variaciones de
peso, 0jos y mucosa irritada o trastornos en la actividad motora. EI comportamiento
fue normal observandose una adecuada respuesta a los estimulos tanto tactiles como
auditivos, esto en referencia a las hembras normoglucémicas o0 sanas que se
utilizaron tanto en el efecto inmediato sobre la glucemia como ante una sobre carga
de glucosa. No obstante las hembras hiperglucemicas inducidas mediante
estreptozotocina presentaron signos clinicos adversos a lo largo del experimento.
(Figura 6) Esto como consecuencia a la toxicidad de la STZ en destruccion de las
células beta pancreatica. Se pudo observar cambios repentinos de peso, aumento de
la miccidn, polidipsia y en algunos casos un encorvamiento a la altura abdominal
esto como posible malestares gastrointestinales, no observandose mortandad durante

el experimento.

Figura 6. Principales variaciones clinicas en ratones inducidos con STZ. A) Apariencia del
pelaje sucio, presencia de pilo ereccién B) algunos individuos desarrollaron sobrepeso y cambios
en la locomocién C) raton sano no presenta signos de toxicidad o signos clinicos desfavorables
D) Desarrollo de poliuria. d1 se aprecia parte del sustrato de madera seco d2. Muestra el sustrato

humedecido debido al aumento de la miccién.
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4.2. Efecto Inmediato del extracto sobre la glucemia en ratones
sanos.

Los valores de glucosa en ratones normoglucémicos (sanos) pueden
apreciarse en la tabla 1, las medias basales se encuentran dentro de un intervalo de
106.83 y 124.67 mg/dl. apreciandose que no existen diferencias significativas entre
los grupos experimentales. Transcurrida la media hora, el valor de glucosa disminuye
levemente en el grupo administrado con Glibenclamida lograndose encontrar
diferencias entre este y los restantes grupos. En las tomas subsiguientes (60 y 120
min.) los datos de glucosa muestran una mayor discrepancia arrojando un valor
promedio de 53.5 mg/dl en el grupo tratado con Glibenclamida, datos que reflejan un
estado hipoglucemico presentandose una diferencia estadisticamente significativa de
glucosa en sangre comparado con los grupos de ratones administrados con el extracto
etanolico de H. Patens. Puede apreciarse igualmente que los valores medios del
grupo control (agua destilada) y los tratamientos (100, 250 y 500 mg/kg) tienden a un

comportamiento muy similares entre si.

Tabla 1. Efecto inmediato del extracto de H. patens sobre la glucosa en ratones
normoglucemicos.

Basal 30 min. 60 min. 120 min.
Grupos
Media += D.S Media =+ D.S Media * D.S Media =+ D.S
Gli. 11367 += 891 98.17 * 1042 6400 * 3.85 5350 + 5.28

H,0d 11767 + 731 126.33 + 11.02" 118.33 + 12.34" 9833 + 10.31"
100 mgkg 12467 ® 1252 13033 x 2186 12817 = 2557 9567 & 1630
[250Er;$é,kg] 11400 + 8.65 12550 + 13.38" 12200 + 9.76° 8867 + 1385
[sooEr}?é/kg] 10683 = 983 14133 + 2004 12917 + 16.18 97.17 + 1261

Valores promedio y deferencia significativa en glucosa sanguinea del efecto inmediato del extracto
etandlico de H. patens en hembras normoglucemicas. Los valores se expresan como la media + D.S.
(desviacion estandar) p<0.05. Las comparaciones se realizan entre el farmaco Gli. y cada uno de los
grupos. Las siglas significan GLI.= Glibenclamida, E.e= Extracto etanélico y (*) demuestra existencia
de diferencia significativa.
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4.3. Efecto ante una sobrecarga de glucosa

Si bien es cierto que esta prueba es realizada para diagnosticar diabetes
temprana en grupos de alto riesgo, en este ensayo se pretendio determinar la
capacidad de la sustancia de ensayo para estimular la secrecion de insulina por parte
de las celulas betas ante un exceso de azucar en sangre. En cuanto a la prueba y tal
como se aprecia en la tabla 2, los valores medios de todos los grupos experimentales
muestran una glucemia basal posterior al periodo de ayuno muy homogénea con
valores entre 79.83 y 106.17 mg/dl. En la siguiente toma, luego de la administracién
de la glucosa se visualiza un aumento en los valores de glucemia de todos los grupos
sin excepcion alguna, de manera mas clara en los grupos de agua destilada (H,O d
®) Y los grupos tratados con la sustancia de ensayo, arrojando valores por arriba de
los 200 mg/dl. alcanzando una méaxima de 237.7 mg/dl, mostrando claras diferencias
estadisticamente significativas respecto al grupo tratado con Glibenclamida que logra
una reduccion hasta restablecer los valores a un estado normoglucemico o basal de
75.33 mg/dl transcurridos los 120 min. No asi los grupos tratados con agua destilada
y la sustancia de ensayo quienes muestran glucemias muy por encima de los valores
observados en el grupo no sobre cargado con glucosa, tendencia que se mantuvo a lo
largo del experimento.

Tabla 2. Valores de glucosa ante un exceso de azlcar en ratones sanos

Basal 30 min. 60 min. 120 min.
Grupos Media £+ D.S Media + D.S Media + D.S Media = D.S

H,0 dy) 7983 + 221 1128 + 16.29 1125 + 4041 95 + 1355
H20 d) 86.83 + 7.1 2478 + 3669 14417 + 2087 1215 + 17.99
GLI. 83.00 + 126 1415 + 1937 98.17 44.77 7533 +  9.67
E.e. 8967 + 111 2377 + 34187 165.83 + 25.69 11917 + 2148

[100 mg/kg]

E.e. 9283 + 11.30 2335 + 498771 15833 + 2218 12883 + 17.67"

[250 mg/kg]

E.e. 106.17 + 10.30 2193 + 2866 170.17 + 47.01° 126.67 + 14.65"

[500 mg/kg]
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Los valores se expresan como la media + D.S. (desviacion estandar) p<0.05 Las comparaciones se realizaron
entre el farmaco Gli. y cada uno de los grupos tratados con H. patens. Las siglas significan (a)= grupo tratado
Unicamente con agua destilada en todo el experimento (b)= grupo tratado con agua destilada y posteriormente

administrado con glucosa.Gli.= Glibenclamida, E.e= Extracto etandlico.*demuestra existencia de diferencia
significativa entre Gli. y los grupos tratamientos. T Muestra diferencias estadisticamente significativa entre grupo
H,0 (5 Y los restantes grupos.

4.4. Efecto durante el desarrollo de la hiperglucemia inducida por
bajas dosis repetidas de Estreptozotocina.

Los valores de glucosa sanguinea se incrementaron significativamente en los
grupos administrados con estreptozotocina posterior al quinto dia de induccion (Tabla
3), logrando con ello alcanzar un estado hiperglucemico moderado por arriba de los
300 mg/dl. El grupo inducido a diabetes y tratado Unicamente con agua destilada
H,O d ) desarrollo una hiperglucemia mas severa con valores de 448.33 mg/dl. no

obstante no presentaron complicaciones clinica severas.

Tabla 3. Valores de glucosa en ratones diabéticos

GRUPQOS Media + D.S
H,0 d 153.83  * 12.58
H,0 d) 44833  * 42.35

GLI 235 + 84.04%°
E.e [100 mg/kg] 346.16  * 32.18°
E.e [250 mg/kg] 4355 + 68.76°°
E.e [500 mg/kg] 32415 % 96.4% ¢

Efecto del extracto etanolico de H. patens sobre los niveles de glucosa en sangre ante el desarrollo de
la hiperglucemia inducida por STZ. Los valores se expresan como la media £ D.S. (desviacion
estandar) p<0.05 Las comparaciones se realizaron entre el grupo H,O d (5 y cada uno de los grupos
experimentales. Las siglas significan (1) = grupo sano no inducido a diabetes (2) = grupo inducido a
diabetes mediante STZ Gli.= Glibenclamida, E.e= Extracto etandlico.
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Los valores muestran que los animales hiperglucemicos tratados 28 dias con
las concentracién etanolica de H. pantens registran valores de glucosa
considerablemente altos, cuyo rango se encuentra entre 324.15 y 435.5 mg/dl. Una
mejor apreciacion puede observarse (figura 7) en el comportamiento de cada grupo
donde se encuentran marcadas diferencia estadisticas entre los tratamientos y los
controles (No diabéticos / STZ+GLI) excepto el grupo de 100mg/kg del extracto
etanolico cuya Unica diferencia estadistica es con respecto al grupo de animales
sanos. Por su parte Glibenclamida muestra una leve reduccion en sus valores sin

lograr alcanzar niveles normoglucemicos.

Los animales presentaron sintomas caracteristicos como: poliuria y polifagia
algunos individuos presentaron variaciones de peso sin alcanzar valores extremos.
Los datos muestran que ninguna de las tres concentraciones del extracto etandlico de
H. patens logro reducir la glucosa sanguinea de manera significativa al finalizar el

experimento estos se mantuvieron al alza.
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Figura 7. Medias de glucosa al finalizar el experimento luego de 28 dias de tratamiento con
extracto etanolico de H. patens. STZ= induccion a diabetes (animales enfermos) H20d= grupo
tratado Unicamente con agua destilada. GLI= Glibenclamida. Hp= extracto etandlico de H.
patens. a: diferente a No diabéticos b: diferente a STZ + H20 c: diferente a STZ + GLI. cuando

el valor era menor a 0.05 (95% en el intervalo de confianza.).
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V. DISCUSION

Los principales sintomas de toxicidad segin Zeinsteger et. al. (2003) se
caracterizan por una locomocion errénea, convulsion, actitudes postulares anormales,
y consecuente inanicion y muerte. Respecto a lo anterior los datos de la presente
investigacion muestran que ninguno de los sujetos experimentales presento
alteraciones que pudiesen resultar de la administracion del extracto etandlico de H.
patens en concentraciones de 100mg/kg 250mg/kg y 500mg/kg.

Por otro lado el modelo experimental para ensayo del efecto inmediato sobre
la glucemia muestra, que la capacidad inmediata del extracto etandlico de H. patens
sobre la glucosa sanguinea en individuos con metabolismo fisiol6gico normal es nula
al no lograr reducir los niveles de glucosa, caso contrario el farmaco Glibenclamida
el cual Schmitz et. al.(2003) describe que posee un mecanismo de accion directa
sobre células beta funcionales provocando la estimulacion de la produccion de
insulina por medio del bloqueo de canales de potasio sensibles a ATP (Karp),
ademas de una disminucion en la glucogenolisis hepatica, produciendo una reduccién
considerable en los niveles de glucosa, hecho que se observé claramente en los
resultados en este experimento, demostrando al mismo tiempo que el extracto
etandlico de H. patens con diferentes concentraciones no posee las caracteristicas
metabolicas antes mencionadas por cuanto existen claras diferencias estadistas entre
los resultados obtenidos con la sustancia de ensayo y el grupos tratado con la

sustancia patron.

En cuanto a los valores de glucosa en la toma de los treinta minutos se han
establecido diversos factores externos que pueden desencadenar en un mal
funcionamiento de mecanismos reguladores de glucosa, entre estos factores se
encuentra el estrés que ha sido estudiado en su relacién con el control metabdlico y
variaciones glicémicas, encontrandose en diversos estudios una asociacion
significativa entre ambas. (Guthrie et. al. 2003; Peyrot et. al. 1999; Polonsky et. al.
2005)
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En este sentido Unger y Orci (1982) mencionan que el estrés puede afectar
hacia el aumento de los niveles de glicemia por medio del incremento de la
produccién de hormonas en respuesta a la liberacion de hormonas correspondientes

al estrés (cortisol, hormona de crecimiento, epinefrina y norepinefrina)

De esta manera al analizar los datos obtenidos se comprueba que la
manipulacion de los animales durante la primera fase de toma provoco un proceso de
estrés repentino disparando con ello los niveles de glucosa. Lo anterior concuerda
con el estudio realizado por Reid (1981) quien menciona que el estrés produjo
hiperglucemia y glucosuria emocional en animales sometidos a procesos de estrés,
Ilegando a desarrollar en algunos casos altos niveles por varias semanas aun después

de retirar el estimulo.

El organismo de animales ha desarrollado una serie de mecanismos
homeostaticos que le permiten tener los valores de concentracion de glucosa en
sangre en un margen fisiologico estable donde participan algunos 6rganos como
higado, pancreas, tejido muscular entre otros (Obradors & palacios 2005). En
referencia a lo anterior, se realiz6 una prueba de sobre carga de glucosa que a pesar
de usarse para el diagnostico oportuno de personas de alto riesgo, en la presente
investigacion se realizd con el objetivo de evaluar el efecto del extracto de H. patens
sobre la capacidad de los tejidos para incorporar la glucosa en presencia de
cantidades normales de la hormona insulina y el efecto de la sustancia de ensayo
sobre la estimulacion de las células beta para una mayor produccion de insulina,
ambos ante una sobre carga de glucosa. Los datos muestran que la aplicacion del
modelo experimental es funcional, mostrandose diferencias estadisticas significativas
marcadas entre los grupos control (H20® y Gli.) lo anterior concuerda con
resultados obtenidos en el estudio hipoglucemiante del extracto acuoso de
Phyllanthus sellowianus realizados por Navarro et. al. (2004) quienes obtuvieron el

comportamiento esperado de este modelo.

Los resultados del extracto etandlico de H. patens muestran que las
concentraciones evaluadas de este no lograron una estimulacion a nivel pancreéatico

de las células beta para la produccion de insulina, aun tomando en cuenta que dichas
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celulas eran funcionales, tampoco un efecto sobre la capacidad de los tejidos para
una mayor captacion de glucosa y tampoco detiene la produccion de glucosa en
higado, dicho lo anterior, el extracto de H. patens no actla sobre estas rutas
metabolicos por cuanto no redujo los valores de glucosa. Por otro lado los resultados
en esta prueba muestran nuevamente un incremento en los valores de glucosa en la
segunda toma, hecho que se atribuye al estrés generado por la manipulacion de los

animales.

Respecto a la induccidn a diabetes mediante STZ dicha sustancias provoco
efectos toxicos en animales inducidos. Los resultados a la exposicion de este quimico
producen alteraciones bioquimicas actuando a nivel celular, causando una deficiencia
primaria de insulina. Chatzigeorgiou et. al. (2009) Los resultados exponen que todos
los animales inducidos mediante dosis bajas de estreptozotocina durante 5 dias
desarrollaron hiperglucemias severas. Lo que posiblemente se debié a una
disminucion de la masa celular beta y por lo tanto en la secrecion de insulina, estos
resultados concuerdan con estudios similares realizados por Ibarra et. al. (2009) y
Merkes et. al. (2001) quienes realizaron estudios hipoglucemiante de especies

vegetales obteniendo hiperglucemia moderada en ratas por administracion de STZ

Los resultados de Glibenclamida en esta prueba, muestran que el grado de
eficacia de este se ve disminuido una vez que existen anormalidades en la secrecion
de insulina, debido al dafio a nivel celular por parte de la accion toxica de la
estreptozotocina. Segin Herrera-Pombo (2001) sugiere que las sulfonilureas como la
Glibenclamida tienen un efecto hipoglucemiante al estimular la secrecion de insulina
para gue esto se lleve a cabo es necesario la presencia de un pancreas funcional para
poder ejercer su accién, lo anterior concuerda con los datos mostrados con
Glibenclamida. Mas sin embargo como se puede apreciar en la figura 7. si logro una
reduccion, debido a que actud sobre las dos vias restantes en una mayor captacion de
glucosa sobre los tejidos y una disminucién de la gluconeogénesis en higado hecho
que respalda las diferencias mostrados entre el grupo tratado con el farmaco y al

resto de grupos excepto al grupo de concentracion de 100mg/kg.
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El objetivo de este experimento de induccion fue determinar la capacidad de
proteccion o prevencion por parte del extracto ante el desarrollo de la diabetes. En
este sentido Ravi et. al. (2004) sugiere que existe una implicacion del estrés
oxidativo en la patogénesis de la diabetes, siendo sugerida no solo por la generacién
de radicales libres de oxigeno, sino también por la glicosilacion de la proteina no
enzimatica, la auto-oxidacién de la glucosa, y la alteracion del metabolismo del
glutation. Por su parte Yokosawa et. al. (2002) sugiere que este proceso de estrées
oxidativo durante el proceso de lipoxidacion por radicales libre son los responsables
de la destruccion de las células beta en los islotes de Langerhans en el modelo de
induccién por STZ. Soto et. al. (1998) menciona que la prevencion de la diabetes,
puede estar relacionada con la capacidad de los flavonoides en reducir el estrés

oxidativo.

Pese a todo lo anterior y a qué H. patens ha sido reportada por presentar una
amplia variedad de compuestos quimicos entre ellos alcaloides oxidolpentaciclicos,
algunos de ellos incluyendo pteropodine y isopteropodine concordando con estudios
realizados por Rios y Aguilar 2006). Los resultados obtenidos demuestran que la
sustancia de ensayo no posee un efecto protector de células beta puesto que los
niveles de glucosa en sangre se mantuvieron al alza durante todo el experimento no

alcanzd asi la prevencion esperada.

Los resultados antes mencionados pueden deberse segun Reyes-chilpa et. al.
(2004) a que el contenido de alcaloide pueda sufrir variaciones cuantitativas y que
los efectos fisiologicos puedan diferir debido a dichas variaciones en el contenido de
alcaloides apoyandose en el hecho que diferentes condiciones fenoldgicas y
geograficas podrian estar correlacionadas con diferentes perfiles de alcaloides,
sumandose el hecho que la utilizacion de diferentes solventes para la realizacion de

los extracto supone variaciones en los compuestos quimicos.
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V1. CONCLUSIONES

En lo concerniente a los resultados obtenidos en la presente investigacion y
bajo nuestras condiciones experimentales, tanto la administracion aguda como a
dosis repetidas de 28 dias del extracto etandlico de Hamelia patens (Chichipince) via
oral y a las concentraciones utilizadas, se concluye que dicho extracto no representa
alteraciones serias en el estado de salud general de los animales experimentales; por
tanto y de acuerdo a las categorias de toxicidad OECD (2001), la sustancia de ensayo

se clasifica de uso seguro para el ser humano en las dosis de 100, 250 y 500mg/kg.

Por otro, lado luego de haber analizado los resultados obtenidos de las tres
situaciones fisiologicas evaluadas y considerando que los modelos experimentales
fueron efectivos, que la composicion quimica de Hamelia patens no fue evaluada en
esta investigacion y que la comparacion del posible efecto hipoglucemiante de la
sustancia de ensayo fue con un farmaco sintético disefiado para bajar los niveles de
glucosa en sangre se concluye que el extracto etandlico de Hamelia patens evaluado
no presenta un efecto hipoglucemiante y por lo tanto no representa una alternativa

para el tratamiento de la diabetes tipo 2.
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VIl. RECOMENDACIONES

Tomando en cuenta que existen diferencias en los compuestos quimicos
dependiendo de la parte de la planta, edad, época del afio y lugar de colecta de una
misma especie. Seria de mucha importancia para futuras investigaciones realizar
estudios quimicos que determinen cualitativa y cuantitativamente la composicion
quimica de esta especie vegetal en El Salvador en cada uno de sus Organos
caracterizando al mismo tiempo dicho perfil quimico a lo largo del afio datos que

permitan tomar una mejor toma de decisiones de cara a futuras investigaciones.

Se recomienda seguir evaluando el efecto hipoglucemiante y otras actividades
biolégicas de Hamelia patens pero utilizando otros métodos de extraccion como por
ejemplo la utilizacion de un solvente como el agua para la obtencion de un extracto
acuoso que de alguna manera se asemeje al uso etnobotanico que la poblacion le da a
esta especie vegetal de amplio uso en la medicina tradicional de El Salvador.

Debido al comportamiento de niveles de glucosa en sangre obtenidos por
medio de la induccion por esptreptozocina y luego de haber hecho una revision
bibliogréafica de este modelo se recomienda la inclusion de una sustancia protectora
de células beta durante la administracion de la estreptozotocina con el objeto de

evitar valores de hiperglucemia severa como por ejemplo nicotinamida.

Se recomienda el uso de cepas de ratones consanguineas que reduzcas las
variaciones a fin de obtener una mayor uniformidad en los resultados por otro lado se
aconseja alargar el periodo de tratamiento de las sustancias de ensayo asi como una

combinacion de esta con el farmaco de referencia utilizado.
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ANEXOS



Anexo 1. Fuente: Procedimiento Normalizado de Trabajo. PROC-NT-018. 2010. Efecto Hipoglucemiante Laboratorio de Experimentacion
Animal CENSALUD.

LABORATORIO DE EXPERIMENTACION ANIMAL
CENTRO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO EN SALUD EFECTO HIPOGLUCEMIANTE
UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR HOJA DE DATOS EFECTO EN RATONES SANOS

DESCRIPCION GENERAL

SUSTANCIA DE ENSAYO: VIA DE ADMINISTRACION: NO DEL/LOS ANIMALES(ES): SEXO: ESPECIE:
CEPA: EDAD: FECHA: CONCENTRACION O DOSIS: CONTROL [1]: PATRON [2]:
TRATAMIENTO1 [3]: TRATAMIENTO 2 [4]: TRATAMIENTO 3 [5]:
LAPSO DE TIEMPO (MIN):
30 60 120
EFECTO EN RATONES SANOS
Ident Valor Ident Valor Ident Valor
Grupo 1 — | Glucem Toma de valores de Glucemia Grupo 3 = | Glucem Toma de valores de Glucemia Grupo 5 - | Glucem Toma de valores de Glucemia
Animal Basal Animal Basal Animal Basal
30 Min 60 Min 120 Min 30 Min 60 Min | 120 Min 30 Min 60 Min | 120 Min
Al Al Al
A2 A2 A2
A3 A3 A3
Corltrol T1 T3
A4 A4 A4
A5 A5 A5
A6 A6 A6
Grupo 2 Grupo 4
Al Al
A2 A2
Patron A3 v A3
A4 A4
A5 A5
A6 A6
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Anexo 2. Fuente: Procedimiento Normalizado de Trabajo. PROC-NT-018. 2010. Efecto Hipoglucemiante Laboratorio de Experimentacion

Animal CENSALUD

LABORATORIO DE EXPERIMENTACION ANIMAL
CENTRO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO EN SALUD
UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

EFECTO HIPOGLUCEMIANTE
HOJA DE DATOS SOBRECARGA DEGLUCOSA

DESCRIPCION GENERAL

SUSTANCIA DE ENSAYO: VIA DE ADMINISTRACION:
NO DEL/LOS ANIMALES(ES): SEXO: ESPECIE: CEPA: EDAD: FECHA: / /
CONCENTRACION O DOSIS: CONTROL 1 [1]: CONTROL 2[2]: PATRON [3]: TRATAMIENTO1 [4]: TRATAMIENTO 2 [5]:
TRATAMIENTO 3 [6]: LAPSO DE TIEMPO (MIN):
30 60 120
EFECTO SOBRECARGA DE GLUCOSA
Grupo 1 Ident. Vaclg:](flu Toma C:‘jle valores de Grupo 3 | 1dent. [ ValorGlu Toma C(;jle valores de Grupo s | 1dent. | ValorGl Toma G?e valores de
P Animal | = ucemia P Animal | cem ucemia P Animal | ucem ucemia
30 Min | 60 Min | 120 Min Basal |30 Min |60 Min | 120 Min Basal |30 Min |60 Min | 120 Min
Al Al Al
A2 A2 _ A2
Control 1 A3 Patrén A3 Tratazmlent A3
A4 A4 A4
A5 A5 A5
A6 A6 A6
Grupo 2 Grupo 4 Grupo 6
Al Al Al
A2 A2 A2
Control 2 A3 Tratalmient A3 Trata;ﬂent A3
A4 Ad A4
A5 A5 A5
A6 A6 A6
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Anexo 3. Fuente: Procedimiento Normalizado de Trabajo. PROC-NT-018. 2010. Efecto Hipoglucemiante Laboratorio de Experimentacion
Animal CENSALUD

LABORATORIO DE EXPERIMENTACION ANIMAL
CENTRO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO EN SALUD EFECTO HIPOGLUCEMIANTE
UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR HOJA DE DATOS INDUCCION A DIBETES CON STZ

DESCRIPCION GENERAL

SUSTANCIA DE ENSAYO: VIA DE ADMINISTRACION: N° DEL/LOS ANIMALES(ES):
SEXO: ESPECIE: CEPA: EDAD: FECHA: __ /_/  CONCENTRACION O DOSIS: CONTROL 1 [1]:
CONTROL 2[2]: PATRON [3]: TRATAMIENTO1 [4]: TRATAMIENTO 2 [5]: TRATAMIENTO 3 [6]:

Induccion a Diabetes mediante dosis de estreptozotocina

Toma de valores de Glucemia
Ident. Semana Ident. Toma de Ident. Toma de

Grupo 1 Animal Semana 1| Semana 2 3 Semana4 | Grupo 3 Animal Glucosa final Grupo 5 Animal Glucosa final

Al Al Al

A2 A2 A2
Control 1 A3 Patrén A3 Tratazmient A3

A4 A4 A4

A5 A5 A5

A6 A6 A6
Grupo 2 Grupo 4 Grupo 6

Al Al Al

A2 A2 A2
Control 2 A3 Tratalmient A3 Trataénient A3

At A4 A4

A5 A5 A5

A6 A6 A6
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Anexo 4. Compendio de actividad bioldgica de Hamelia patens. Fuente Raintree Nutrition 2004.

Actividad Biologica del Extracto Scarlet Bush (Hamelia patens)

Ext Acetone Ext
Acetone Ext Acetone
Ext Acetone Ext
Acetone Ext Acetone
Ext Acetone Ext
Acetone Ext
ETOH(95%)Ext
ETOH(95%)Ext
ETOH(95%)Ext
ETOH(95%)Ext
ETOH(95%)Ext
ETOH(95%)Ext
ETOH(95%)Ext
ETOH(95%)Ext
ETOH(95%)Ext
ETOH(95%)Ext H20
Ext

H20 Ext H20 Ext H20
Ext H20 Ext H20 Ext
H20 Ext H20 Ext H20
Ext H20 Ext

Inactive Inactive
Inactive Inactive
Inactive Inactive
Inactive Inactive
Active Active
Active Active
Active Active
Active Inactive
Inactive Inactive
Active Active
Active Active
Active Active
Inactive Inactive
Inactive Inactive

Pseudomonas aeruginosa
ISalmonella B

ISalmonella newport
ISalmonella typhi Sarcina
lutea

Serratia marcescens
Shigella flexneri
IStaphylococcus albus
IStaphylococcus aureus
Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa
ISalmonella newport Sarcina
lutea

\Serratia marcescens
IStaphylococcus aureus B213

ISalmonella B Salmonella

typhi Staphylococcus albus
Escherichia coli Salmonella
B Salmonella typhi Sarcina

lutea

Part - Origin | Activity Tested For Type Extract Test Model Dosage Result Notes/Organism tested| Ref #
Leaf Panama | Toxicity MeOH Ext IP Mouse LD50=1.54 T14754
Assessment(quantitative) Gm/kg
Leaf Cuba Antibacterial Activity Acetone Ext Acetone [Agar Plate Not Stated Inactive Inactive |Escherichia coli 116329
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Anexo 4. Compendio de actividad bioldgica de Hamelia patens. Fuente Raintree Nutrition 2004.

Part - Origin Activity Tested For Type Extract Test Model Dosage Result Notes/Organism tested Ref #
Stem Cuba Antibacterial Activity Acetone Ext Agar Plate Not Stated  |[Inactive Escherichia coli Pseudomonas T16329
Acetone Ext Inactive aeruginosa Salmonella B
Acetone Ext Inactive
Acetone Ext Inactive ISalmonella newport Salmonella
Acetone Ext Inactive typhi Sarcina lutea
Acetone Ext Inactive Serratia marcescens Shigella
Acetone Ext Inactive flexneri Staphylococcus albus
Acetone Ext Inactive Staphylococcus aureus Escherichia
Acetone Ext Inactive coli Pseudomonas aeruginosa
Acetone Ext Inactive Active salmonella B
ETOH(95%)Ext Active Active
ETOH(95%)Ext Active Active  |Salmonella typhi Sarcina lutea
ETOH(95%)Ext Active Active |Shigella flexneri
ETOH(95%)Ext Active Inactive
ETOH(95%)Ext Inactive Active Staphylococcus albus
ETOH(95%)Ext Active Active IStaphylococcus aureus Salmonella
ETOH(95%)Ext Active Active newport Serratia marcescens
ETOH(95%)Ext Active Active Escherichia coli Pseudomonas
ETOH(95%)Ext Inactive aeruginosa Salmonella newport
ETOH(95%)Ext H20 Inactive salmonella typhi
Not Stated Antibacterial Activity Agueous Ext Not Stated Not Stated  |Active BV1008
Leaf Cuba Antifungal Activity Acetone Ext Agar Plate 50% Active Active  |Neurospora crassa Neurospora T08589
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Anexo 5. Compendio de actividad bioldgica de los componestes de Hamelia patens. Fuente Raintree Nutrition 2004.

Actividad Biologica de los Componentes de Scarlet Bush (Hamelia patens)

Compound Activity Tested For Test Model Dosage Result Notes/Organism tested Ref #

Isopteropodine Glutamate Receptor Rat Xenopus Not stated Inactive BV1009
Modulation oocytes

Pteropodine Current Response Inhibition Rat Xenopus 10 mM Active Reduced EC(50) values of acetylcholine and BV1009

Isopteropodine oocytes 10 mM serotonin that elicited current responses.

Pteropodine + Immunostimulating Activity In vitro 10(-2) - 10(-7) Active BV1015

Isopteropodine

Rosmarinic Acid Immunosuppressive Activity Mice 50 mg/kg Active vs. collagen induced arthritis. BV1010

Rosmarinic Acid Immunosuppressive Activity In vivo Not Stated Active vs. splenic T-cell proliferation. BV1011

In vitro Active Prolonged skin graft survival in combination

with rapamycin.

Rosmarinic Acid Immunosuppressive Activity In vitro Not Stated Active Inhibited T-cell antigen receptor-induced BV1012
interleukin 2 expression and subsequent T-cell
proliferation.

Pteropodine + Amyloid Inhibition In vitro Not Stated Active Bv1014
Isopteropodine
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