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RESUMEN

La diabetes mellitus es una compleja enfermedad metabdlica por un estado de
hiperglucemia en los niveles sanguineos, elevados por encima de los limites
fisiologicos normales acompariada de otros sintomas. La diabetes es un serio
problema de salud publica y causa de mortalidad temprana debida a sus graves
complicaciones. El presente trabajo de investigacién, se realizé con el objetivo
de determinar el efecto hipoglucemiante del extracto hidroalcohélico Gentianella
thyrsoidea (Hook) Fabris “apallanchaca”, en muestras recolectadas de la
localidad San Antonio, regién de Ancash, provincia de Huaraz a 3100 m.s.n.m.
Los metabolitos secundarios se determinaron mediante reacciones de coloracion
y precipitacion;, se indujo a hiperglucemia con glucosa al 50% en ‘ratas”
Holtzman, distribuido en ocho grupos de cinco unidades experimentales cada
uno. Al grupo | se le administré agua destilada, grupo Il glucosa al 50 %, grupo i
metformina 150 mg/kg, grupo IV glibenclamida 7,5 mg/kg, los grupos V, VI, y VIi;
100 mg/kg, 200 mg/kg y 300 mg/kg del extracto respectivamente y el grupo VIl
la combinacién de glibenclamida 7,5 mg/kg y metformina 150 mg/kg. Los niveles
de glucosa sanguinea se determinaron utilizando el glucometro de la marca
ACCU-CHECK, los resultados obtenidos fueron interpretados calculando el
porcentaje de eficacia hipoglucemiante, el analisis del area bajo la curva, analisis
de varianza y prueba de Tukey.

El exiracto presento flavonoides, taninos, fenoles, catequinas, saponinas,
lactonas y/o cumarinas, cardenolidos. La dosis de 100 mg/kg extracto
hidroalcohdélico, posee efecto hipoglucemiante con un porcentaje de eficacia de
18,13 % respecto al grupo control de glucosa, seguido por la dosis de 200 mg/kg
con 15,9 %; y el de menor efecto la dosis de 300 mg/kg con 12,9 % de eficacia,
sin embargo se demostr6 que la combinacidn de los estandares de
glibenclamida 7,5 mg/kg mas metformina 150 mg/kg mostro mayor nivel de
eficacia hipoglucémica con 43,78 %.

Palabras clave: Efecto hipoglucemiante, extracto hidroalcohdlico Gentianella
thyrsoidea (Hook) Fabris.
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l. INTRODUCCION

La diabetes mellitus, es una enfermedad, en la cual existe mayor glucosa en la
sangre, esto debido a que el cuerpo es incapaz de convertir la glﬁcosa en
energia, como lo haria normalmente. En la mayoria de los casos, esto se debe a
que el pancreas no produce suficiente insulina o existe una resistencia a la
funcién de la insulina en el organismo.'

En el afo 2000, se estimdé que el nUmero de personas que sufrian de diabetes
en el continente americano era de 35 millones, de las cuales 19 millones vivian
en América Latina y el Caribe. Las proyecciones indican que en el 2025 este
numero se incrementara a 64 millones de los cudles 62 % vivirdn en América
Latina y el Caribe que representa un aproximado de 40 millones.? En el Perd, la
prevalencia de diabetes es del 1 al 8 % de la poblaciéon general, siendo Piura y
Lima como los departamentos mas afectados (2,5 %). Se menciona que en la
actualidad la diabetes mellitus afecta a mas de un millén de peruanos y menos
de la mitad han sido diagnosticados.?®

La gran diversidad de especies vegetales que existe en el planeta ha permitido
gue desde hace mucho tiempo varias civilizaciones hayan usado las plantas para
tratar o aliviar algunas enfermedades. Este uso de las plantas con fines
medicinales viene desde tiempos remotos y el uso de diversas especies es tan

diverso como sitios ha habitado el hombre.* Conocemos que antes de la llegada



de los esparioles al Pert, el uso de plantas con virtudes terapéuticas era muy

comun para tratar todo tipo de dolencias que aquejaban a la poblaciéon. En los

lugares donde todavia se realizan sus practicas médicas de manera rutinaria,

sus habitantes se resisten a perder este sistema médico local y conservar a

través de él, su identidad cultural.®

La presente investigacion estuvo orientado a evaluar experimentalmente la

actividad hipoglucemiante del extracto hidroalcohdlico de Gerntianella thyrsoidea

(Hook) Fabris “apallanchaca” en ‘ratas” albinas Holtzman, comparado con un

patron de referencia. Para lo cual se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo General

e Conocer la actividad hipoglucemiante del extracto hidroalcohdlico de
Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris “apallanchaca” en ‘ratas” albinas
Holtzman.

Objetivo Especifico

o Determinar el screening fitoquimico de Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris
“apallanchaca’.

e Evaluar la concentracion optima efectiva del extracto hidroalcohdlico de la
planta Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris “apallanchaca” en “ratas” albinas
Holtzman, como hipoglucemiante.

e Comparar la accién hipoglucemiente del extracto hidroalcohdlico de la planta
Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris “apallanchaca”, con el estandar de

metformina y glibenclamida.



Il. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes
Conocemos que antes de la llegada de los esparioles al Perd, el uso de plantas
con virtudes terapéuticas era muy comin para tratar todo tipo de dolencias que
aquejaban a la poblacion.®
El uso de plantas medicinales en el Peru, estas plantas estan comenzando a
formar parte de la vida social de los peruanos a través de los productos
naturales, de diversos eventos y del valor académico que les otorgan algunas
universidades.
Garcia y Rocha, ¢ estudiaron las propiedades antihiperglicemiantes del liofilizado
del extracto acuoso de aita temperatura de la corteza del tronco de Mangifera
indica (EMI), en ratas hiperglicémicas, utilizando tres concentraciones (50, 250 y
750 mg/kg/ml), midieron la evolucién temporal de Ila glicemia tras Ia
administracion de EMI (30 minutos antes de la glucosa) por via oral. Encontraron
que el grupo 250 tuvo la menor actividad antihiperglicemiante. Concluyeron que
el EMI tiene propiedades antihiperglicemiantes, y que su accién no tiene un
comportamiento dosis dependiente en un modelo de hiperglicemia aguda in vivo

en ‘ratas“ normoglicémicas.



Ramirez y Mamani,” al investigar la actividad antioxidante e hipoglucemiante del
extracto acuoso de las hojas de Stevia rebaudiana Bertoni “hierba dulce”,
utilizando una muestra acuosa de esta especie, sobre la base de dos métodos;
primero para la blsqueda de agentes antioxidantes de radicales libres
emplearon el bioensayo “in vitro” y segundo para la determinacion de la actividad
hipoglucemiante utilizaron el método enzimatico de glucosa oxidasa, llegando a
la siguiente conclusion; la mejor actividad hipoglucemiante del extracto acuoso
de Stevia rebaudiana Bertoni “hierba dulce” es a 100 mg/kg de peso y mayor
capacidad antioxidante present6 la concentracion de 300 ug/mi.

Betalleluz, ®realiz6 un estudio para la evaluacion de la actividad hipoglucemiante
del extracto hidroalcéholico de las de Oenothera rosea “yawar soqo” en ratas
Holtzman machos, concluyendo que; el mayor porcentaje de eficacia
hipoglucemiante del extracto hidroalcohdlico de Oenothera rosea “yawar soqo”
" fue de 28,15 % con la dosis de 300 mg/kg, 19,52 %:; con la dosis de 200 mg/kg, y
la de menor porcentaje de eficacia hipoglucemiante 13,78 % con la dosis de 100
mg.

Orellana, ° determiné la actividad hipoglucemiante del extracto hidroalcéholico
del rizoma de Curcuma longa en ‘ratas” Wistar. Distribuidos aleatoriamente,
empleando el método de la prueba de tolerancia oral a la glucosa, llegando a la
siguiente conclusion; que el extracto hidroalcoholico del rizoma de Curcuma
longa a la dosis de 50 mg/kg de peso, presenté el mejor efecto hipoglucemiante
mostraron la eficacia frente al firmaco glibenclamida utilizado como patron.
Tunque, ° al determinar la actividad hipoglucemiante del extracto hidroalcéholico
de Jatropha macrantha M. Arg. “huanarpo macho” en “ratas” albinas Holtzman,
concluyé que el mayor porcenfaje de eficacia hipoglucemiante de extracto
hidroalcéholico de Jatropha macrantha M. Arg. “huanarpo macho’ fue 600 mg/kg

se observé mejor disminucion de la glicemia a comparacion de las



concentraciones de 400 mg/kg, 500mg/kg pero no es mejor en comparacion con
el hipoglucemiante oral (metformina).

Carrillo, "' determiné la actividad hipoglucemiante del zumo de frutc de Noni
(Morinda citrifolia), mediante induccién de hiperglucemia en ‘ratas” (Rattus
novergicus) y posterior administracion del zumo de fruto de Noni en
concentraciones del 20 %, 40 % y 60 % para verificar la efectividad de la
propiedad hipoglucemiante analizando el contenido de glucosa en sangre.

2.2. Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris

2.2.1. Clasificaciéon taxonémica

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : ASTERIDAE

ORDEN : GENTIANALES

FAMILIA | : GENTIANACEAE

GENERO : Gentianella

ESPECIE : Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris.

N.V. : “apallanchaca”

Fuente. Certificado expedido por el Jefe del Herbarium Huamangensis de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de

Huamanga (Anexo 1).
2.2.2. Descripcion botanica

Planta herbacea, perenne, arrocetada de tallo grueso y corto, hojas simples
lineales, numerosas y basales de 6-8 cm de largo; liso de color verde brillante en

el haz y pubescente; plomizo en el envés."

inflorescencia dispuesta en un eje corto en forma de cimas densos, ocultos por

las hojas, flores heteroclamideas, pentameras, bisexual y actinomorfas de un



color verde amarillento; caliz formado por cinco sépalos soldados en la base con
cinco dientes en el apice, corola formando por cinco pétalos soldados,
acampanados, germinado en cinco l6bulos en el apice, androceo representado
por cinco estambres libres alternando con los pétalos, gineceo de ovario supero

y fruto capsula.'?
2.2.3.Habitat y adaptabilidad climatica

La planta que crece en zonas alto andinas sobre los 3100 metros de altitud;

formando la vegetacion de pajonales de Puna y Oconales.

Es una especie endémica del Peru y se encuentra amenazada debido a su

extraccion indiscriminada con fines de comercializacion.?

2.2.4. Composicion quimica

Como era de esperar por la quimiotaxonomia, se han aislado principaimente
xantonas y en menor extension flavonoides. Algunos de los extractos y xantonas
aisladas han sido sometidas a ensayos de actividad hipoglicemiante,
antimicrobiana y antioxidante. Estas especies, especialmente la Gentianella
nitida conocida comunmente como hercampuri, tienen uso tradicional en el
tratamiento de hepatitis y obesidad. Distribuido en las regiones templadas del
mundo. Muchas plantas Gentianella son intensamente amargo y empleadas en
la medicina tradicional para estimular el apetito, el tratamiento de los trastornos
de la vesicula biliar. Algunas especies tienen otros efectos terapéuticos notables
en los tratamientos de la obesidad, la diabetes y las enfermedades del corazén.
La mayoria de estos compuestos se asocia con antimicrobianos, anti-
inflamatorios, anti-oxidantes, actividades hipoglucémicos, y antitumoral, que
" proporcionan una base empirica para la utilizacién tradicional de las plantas en

. . s 418
la especie Gentinella Moench." 14



2.3 Metabolitos Secundarios

2.3.1. Xantonas

Estos compuestos poseen dos anillos fendlicos unidos por un atomo de carbono
(Ce-C+-C2). Son pigmentos fendlicos amarillos; quimicamente son diferentes a los
flavonoides, pero son muy similares en sus reacciones de coloracion y en su
movilidad cromatografica. Se presentan especialmente en ciertas familias:
Gentianaceae, Moraceae y Polignonaceae, al estado lbre o como O-
glicosidadas, siendo menos comunes las C-glicosidadas.is

Las geninas o los O-heterosidos poseen una distribﬁcién restringida a unas
pocas familias (sobre todo las Clusiaceaae y Gentianaceae) mientras que las C-
glucosil xantonas son mucho mas frecuentes (habiéndose identificado en una
veintena de familias). Generalmente las xantonas se forman por ciclacién de las
benzofenonas que resultan de la adicion de unidades dicarbonadas (de hecho
del malonil CoA) sobre un precursor en CgC4, un acido benzoico proveniente del
fraccionamiento de un acido cinamico. La biosintesis de las C-glucosilxantonas
es analoga a la de los flavonoides."’

En lo relativo a las propiedades biolégicas de estas moléculas, se hara constar
que las de esta serie (geninas 1, 3, 5,8-tetrasustituidas) son inhibidoras de mono
amino oxidasa (MAO A y en menor medida, MAO B), estimulantes del SNC.
Algunas xantonas son fungicidas y potentes antibacterianos, varias inhiben la
agresion plaquetaria y otras, como mangostina, son antiinflamatorias.!”

Aunque algunas plantas utilizadas en la actualidad contienen xantonas, no se ha
podido demostrar que la actividad que se reconoce tradicionalmente a estas

drogas puede atribuirse a dichos principios.17
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Figura 1. Estructura de una xantona.”

2.3.2. Flavonoides

Las plantas superiores sintetizan una amplia variedad de compuestos fendlicos
durante su crecimiento y desarrollo, entre ellos los flavonoides.®

Los flavonoides son los pigmentos amarillos derivados de la fenil — benzo vy
pironao fenil cromona. Se dan mucho en el reino vegetal, normalmente en forma
de heterésidos. Son una estructura molecular del tipo Ce~ C; — Cs. Son una
familia muy diversa de compuestos, aunque todos los productos finales se
caracterizan por ser polifenélicos y solubles en agua. Existen 6 clases
principales, las chalconas, las flavonas, los flavanoles, las antocianidinas, y los
taninos condensados, y otras dos mas. Para los vegetales, estos compuestos
son importantes pues, ademas de ser responsables de las coloraciones de
muchas flores, frutos y hojas y por ello intervenir en la polinizacién atrayendo a
los insectos, participan en la vida del vegetal ejerciendo importantes funciones
como por ejemplo protegerle de los efectos nocivos de la radiacion UV y ejercer
una eficaz actividad antioxidante. Los flavonoides tienen un enorme interés
cientifico debido a la proteccién que ejercen en enfermedades crénicas como
cancer y enfermedades cardiovasculares. Ademas, poseen propiedades
antioxidantes y antimicrobianas. Su actividad antioxidante, que parece estar
relacionada con su capacidad para quelar metales y captar radicales libres, tiene

interés desde un punto de vista nutricional, por lo que la obtencién y preparacion



de alimentos con un alto contenido en estos compuestos supone una reduccion
en la utilizacion de aditivos antioxidantes, a la vez que se obtienen alimentos
mas saludables, que incluso pueden llegar a englobarse dentro de los alimentos
funcionales (alimentos que pueden proporcionar un beneficio para la salud
ademas de nutricion basica). Esta actividad antioxidante se asocia con su papel
protector en las enfermedades cardiovasculares y en el cancer asi como en
procesos de envejecimiento, por lo que esta siendo intensamente estudiado.™

La principal actividad atribuida a los flavonoides es decir capaces de disminuir la
permeabilidad de los capilares sangqineos y aumentar su resistencia.
Presentados como antiinflamatorios lo que es compatible con lo que se conoce
como sus interacciones (in vitro) con los polinucleares y los trombocitos o
también con el metabolismo del acido araquidénico, los. flavonoides pueden ser
antialérgicos, hepatoprotectores (isobutrina, hispidulina, flavanolignanos)
antiespasmaddicos sobre ileon de cobaya estimulado por diversos agonistas,
hipocolesterolemiantes, diuréticos, antibacterianos, antibacterianos, antivirales ,
etc. Un pequeiio nimero de flavonoides son anticancerigenos e inhibidores del
crecimiento de células tumorales: pueden interaccionar con los enzimas del
metabolismo xenobibticos, poseer efectos anti-iniciadores y/o antipromotores o
incluso ser citostaticos, es decir, citotoxicos."”

A pesar de los numerosos trabajos publicados sobre las potencialidades
farmacolbgicas de estas moléculas, no se pueden establecer reglas claras sobre
las relaciones estructura/actividad. Salvo casos especiales, no se dispone de

ningun estudio pertinente que de muestre algin interés en clinica humana.'’



Figura 2. Estructura basica de un flavonoide."”

2.4. Glucosa

La glucosa o dextrosa es un monosacarido que se obtiene por hidrélisis del
almidén. Constituye un alimento del primer orden y tiene la propiedad de
disminuir el catabolismo proteico, por lo que produce un ahorro de proteinas. Es
la tnica fuente de energia del sistema nervioso central. 2 %!

Es asi que en la ingestion de 75 a 100 g de glucosa, pasa a la sangre y la
glucemia se eleva de 80 mg/dl en ayunas hasta alcanzar unos 130 mg/dl a los 30
a 60 minutos para luego descender por biotransformacién de glucosa y llegar a
nivel inicial a las dos horas (curva de tolerancia de glucosa). 2 %

Cuando los niveles de glucosa en la sangre es inferior a las cifras normales (70 —
110 mg/dl), se denomina hipoglucemia, que puede originar temblores, sudor,
frigidez, piloereccion, hipotermia y cefalea, acompafiados de confusién,
alucinaciones, conducta extrana y finaimente convulsiones y coma a niveles
inferiores a 30 mg/dl. La hipoglucemia produce la liberacion de la hormona
glucagon de las células alfa del pancreas, la corticotropina de la adenohipéfisis,
lo cual lleva a un aumento de la secrecion de glucocorticoides y de la hormona
de crecimiento de la hipéfisis anterior; siendo estas las responsables de elevar la

glucemia.?
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Cuando los niveles de glucosa en la sangre es superior a las cifras normales (70
— 110 mg/dl), se denomina hiperglicemia, es el sindrome metabdlico de la
diabetes mellitus, se caracteriza por una carencia relativa o absoluta, de la
secrecion de insulina, asociada a un exceso de hormonas circulantes propias de
situaciones de estrés (glucagén, catecolaminas y cortisol), responsables del
aumento anormal de glucosa sanguinea y de las alteraciones acompariadas del
metabolismo lipidico.Z

2.5. Diabetes Mellitus (DM)

Define un desorden metabdlico caracterizado por la presencia de hiperglucemia
crénica que se acompaia, en mayor o menor medida, de modificaciones en el
metabolismo de los hidratos de carbono, las proteinas y los lipidos. El origen y la
etiologia de la diabetes mellitus pueden ser muy diferentes, pero con llevan
inexorablemente la existencia de alteraciones en la secreciéon de insulina, en la
sensibilidad a la accidon de la hormona o en ambas en algin momento de su
historia natural. El avance en el conocimiento de la historia natural de la diabetes
mellitus, su etiopatogenia y sus complicaciones crénicas ha dado lugar a
sucesivas clasificaciones y criterios de diagnésticos.??

2.5.1. Etapas de la diabetes mellitus

La diabetes mellitus, se entiende como un proceso de etiologias variadas que
comparten manifestaciones clinicas comunes. La posibilidad de identificar la
etapa en la que se encuentra la persona con diabetes mellitus facilita las
estrategias de manejo.?*

Estas etapas son:

A. Normoglucemia. Cuando los niveles de glucemia son normales pero los
procesos fisiopatologicos que conducen a diabetes mellitus ya han comenzado e
inclusive pueden ser reconocidos en algunos casos. Incluye aquellas personas

con alteracion potencial o previa de la tolerancia a la glucosa.?*
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B. Hiperglucemia. Cuando los niveles de glucemia superan el limite normal.
Esta etapa se subdivide en:

a. Regulacion alterada de la glucosa (incluye la glucemia de ayuno alterada y la
intolerancia a la glucosa)

b. Diabetes mellitus, que a su vez se subdivide en:

Diabetes mellitus no insulinorrequiriente

Diabetes meliitus insulinorrequiriente para lograr control metabdélico

Diabetes mellitus insulinorrequiriente para sobrevivir (verdadera diabetes
mellitus insulino-dependiente)

Por el momento no se dispone de marcadores especificos y sensibles para
detectar la diabetes mellitus 2 y la diabetes mellitus gestacional en la etapa de
normoglucemia. La deteccion de diabetes mellitus 1 en esta etapa se basa en la
combinacion de analisis genéticos e inmunolégicos que todavia se restringen al
nivel de investigacion clinica. Las etapas que le siguen se refieren al estado de
hiperglucemia que se define con base en los criterios diagnosticos de diabetes
mellitus.?*

2.5.2. Clasificacion de la diabetes mellitus

A) Diabetes mellitus tipo |

Denominada insulinodependiente o diabetes juvenil. Es poco frecuente,
constituyendo uUnicamente 10-15 % de diabetes mellitus. Aparece como
consecuencia de la destruccion de las células beta del pancreas que conduce a
una deficiencia absoluta de insulina y tendencia a la cetoacidosis. No obstante,
la velocidad de destruccion es variable. Incluye en su mayoria los casos
atribuidos a patogenia autoinmune y algunos de etiologia desconocida. En su
mayoria, estos individuos presentan insulino deficiencia variable con episodios

de cetoacidosis.®
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B) Diabetes mellitus tipo Il

Anteriormente conocida como diabetes mellitus no insulinodependiente o
diabetes del adulto, es una forma de diabetes donde los principales
componentes de la diabetes tipo Il es la resistencia a la insulina, a nivel de la
grasa y las células musculares. Esto quiere decir que la insulina que el pancreas
produce no se puede conectar con las células para permitir que la glucosa entre
y produzca energia, lo cual causa hiperglicemia. Para compensar, el pancreas
produce mas insulina. Las células sienten este torrente de insulina y se tornan
mas resistentes, lo que ocasiona niveles de glucosa altos. Una persona con
diabetes mellitus tipo Il a menudo no requiere inyecciones de insulina y el
tratamiento primario consiste en hacer dieta y ejercicio. Por lo general, la
enfermedad evoluciona gradualmente. En el momento del diagnéstico, del 7 al
8 % de las personas sufre obesidad, pero la enfermedad también puede
desarrollarse en personas delgadas, especialimente de edad avanzada.®

C) Diabetes gestacional

Durante la gestacion, las hormonas ovaricas y placentarias (lactogeno
placentario y cortisol libre) disminuye la sensibilidad a la insulina, por lo que la
madre debe segregar mas insulina para mantener los niveles de glucosa
adecuados. En algunos casos, esta secrecion no es suficiente se genera la
diabetes gestacional. La padecen un 2 % de las mujeres gestantes,
generalmente en el tercer trimestre de embarazo. Suele desparecer con el parto
pero estas mujeres tienen una mayor probabilidad de padecer diabetes en partos
sucesivos 0 a mas edades tardias. Los factores de riesgo de padecer diabetes
gestacional son; antecedentes familiares en primer grado, embarazo tardio,

obesidad y haber tenido un hijo previo con peso superior a cuatro kilogramos.?
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2.6. Tratamiento farmacolégico

2.6.1. Insulina

Es una hormona proteica producida por las células beta de los islotes de
Langerhans del pancreas. Se destruye por la pepsina y la quimiotripsina, por lo
que es inactiva por via oral y debe administrarse por via parenteral.? La insulina
provoca el descenso de la glucemia favoreciendo la entrada de la glucosa en los
tejidos y la transformacién de glucosa en glucégeno para almacenarlas en el
higado, % inhibe la produccion de glucosa en el higado y estimula la captacion de
glucosa y el metabolismo de la misma por el misculo y tejido adiposo.?®

Su concentracion en la sangre es de 0,4 mg/mil, después de comidas ricas en
carbohidratos, esta cifra puede aumentar 3 a 4 veces. La insulina ejerce sus
efectos al enlazarse a los receptores de la insulina presentes en la superficie de
las células blanco, lo cual tiene numerosos efectos en el metabolismo
energético, como la utilizaciéon coordinada de la glucosa, el almacenamiento del
glucdgeno, el almacenamiento de acidos grasos y la sintesis de proteinas.?’

El proceso de secrecion de insulina es la existencia de unos canales especificos
de potasio que son regulados por ATP. Normalmente estos canales estan
abiertos, pero cuando la concentracion de glucosa aumenta, esta penetra en la
célula beta y, al metabolizarse, incrementa los niveles de ATP y bloquea los
niveles de potasio, lo que induce una despolarizacion de un area de la superficie
de la célula, activando los canales de calcio voltaje dependientes y la
penetracion de calcio que determina la liberacion de insulina.?®

El efecto mas visible de la insulina es la disminucion de los niveles de glucosa en
sangre. No obstante, su principal papel consiste en promover el aimacenamiento
de las fuentes energéticas y su utilizacién en las correspondientes células

especializadas. Este hecho justifica la razén por la que los diabéticos tipo 1 son
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delgados (no tienen insulina) y los diabéticos tipo 2 suelen ser obesos, ya que es
normalmente el curso con hiperinsulinemia.®

Mecanismo de accién

La insulina se fija a receptores especificos de membrana pertenecientes al grupo
de receptores con actividad tirosincinasa y, como resultado, produce: 8

1. Activacién de los transportadores de glucosa en las células musculares y en
los adipositos. En el cerebro, el transporte de glucosa no es dependiente de
insulina. Esto permite que incluso a bajas concentraciones de esta, como las
presente en el ayuno puedan asegurar la captacion cerebral de glucosa.?®

2. Regulacién del metabolismo mediante la modificaciéon intracelular de los
procesos de desfosforilacion y fosforilacion enzimaticas. Asi, por ejemplo, la
insulina favorece el depésito de glucégeno sintetasa e inhibir la fosforilasa, la
enzima que controla la velocidad de desintegracion del glucogeno.?

3. Regulacion de la transcripcion de genes. A la larga, la insulina puede provocar
la sintesis de ADN y ejercer funciones propias de un factor de crecimiento.?®
2.6.2. Biguanidas

Define como compuestos derivados de la guanidina. Este grupo de farmacos no
tiene efectos sobre la secrecién de insulina, por lo que el riesgo de hipoglicemia
se ve muy reducido. Pero las biguanidas no pueden considerarse agentes
hipoglucemiantes de forma estricta, ya que solo disminuyen la glucemia en los
pacientes diabéticos. Pueden asociarse a las sulfonilureas por que presentan un
perfil farmacoldgico diferente y complementario al de las mismas, lo que permite
reducir la dosis de cada uno de ellos y aminorar la incidencia de efectos
indeseables.®

Mecanismo de accién

El mecanismo de accibn no se conoce bien, necesitan insulina para ser

efectivas, pero no estimulan la produccién pancreatica tal vez el mecanismo
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principal resida en el incremento de la captacion periférica de la glucosa al hacer
aumentar el nimero de receptores tisulares de insulina, pero otros mecanismos
propuestos son una reduccion de la absorcion oral de glicidos, un aumento de la
captacion muscular de glucosa y reduccion de la gluconeogesis hepatica. Se ha
demostrado que la metformina favorece la accion de la insulina en el tejido
muscular a mdiltiples niveles: aumenta el nimero de receptores y la afinidad de
la insulina por su receptor, facilita el transporte de glucosa a través de un
aumento de la expresion o actividad del GLUT4 y estimula el metabolismo no
oxidativo de la glucosa, lo que se traduce en un incremento de los depésitos de
glucégeno. Esta claro que la metformina mejora la sensibilidad a la insulina y es |
un farmaco de primera eleccion cuéndo la resistencia a la insulina es el
mecanismo predominante en la etiopatogenia de la diabetes.®

Reacciones adversas

Las mas frecuentes son gastrointestinales: anorexia, nauseas, molestias
abdominales y diarrea, que aparecen en el 5-20 % de los pacientes tratados con
objeto de mejorar la tolerancia digestiva se recomienda administrar el
medicamento junto con las comidas, si bien sus efectos gastrointestinales
(diarrea) pueden impedir su uso en algunos pacientes. Este efecto suele
aparecer al inicio del tratamiento y con el paso del tiempo, reduce la frecuencia
de aparicion. Otro efecto adverso es la acidosis lactica, que puede liegar hacer
letal, aunque su frecuencia es muy baja, inicamente con dosis toxica.®

2.6.3. Sulfonilureas

Mencionan que no existen evidencias que apoyen la existencia de diferencias en
la efectividad de los diferentes farmacos. Parece que los parametros
farmacocinéticos constituyen los aspectos mas importantes a tener en cuenta

para su eleccion, la via de eliminacion, etc.?
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Mecanismo de accién

Estos farmacos tienen efecto hipoglucemiante agudo por una accion directa,
estimulando la secrecion de insulina desde la célula beta-pancreatica, y un
efecto hipoglucemiante cronico (tras un uso prolongado), al potenciar la accion
de la insulina, bien por un aumento en el nimero de receptores de insulina o
bien mejorando su unién en los tejidos sensibles. Disminuyendo la glicemia en
personas cuyos niveles de glucosa no pueden controlarse con dieta o
ejercicio.?®

Reacciones adversas

La hipoglucemia es el principal efecto adverso asociado al tratamiento con
sulfonilureas. Esta puede oscilar entre cuadros leves que pueden tratarse
simplemente con la ingestion de hidratos de carbono hasta cuadros muy graves,
incluso mortales. Efecto adverso usualmente asociado a estos farmacos es la
ganancia de peso, a veces de varios kilogramos, debido al efecto anabdlico de la
insulina liberada. Este efecto puede tener especial importancia en los pacientes
obesos. Menos frecuente resulta la aparicion de reacciones hematoldgicas,
como trombocitopenia, anemia hemolitica, rash y reacciones pulmonares
asociadas al tratamiento con sulfonilureas.?

2.7. Tratamiento no farmacolégico

El tratamiento no farmacoldgico de la diabetes es complejo, que incluye medidas
terapéuticas.?®

Los objetivos generales del tratamiento son basicamente los siguientes:

e Corregir las alteraciones del metabolismo hidrocarbonado.?

e Corregir el metabolismo general: proteico, lipidico e hidroeléctrico.

¢ Mantener un correcto estado de nutricion del paciente. %

o Evitar las complicaciones de la diabetes. #
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e Facilitar una vida plena. #®

2.7.1. Control dietético

Reducir la ingestion total de grasas, aumento de la ingestiéon de proteinas, y un
aumento de la ingestién de los alimentos ricos en fibra, que en lentecen la
velocidad de absorciéon en el tubo digestivo. Evitar el consumo de azicares
simples.3°

2.7.2. Ejercicio fisico

Constituye una medida no farmacoldgica fundamental. El esfuerzo fisico
controla, incrementa la utilizacién de glucosa por el misculo, y mejora la

sensibilidad cistica a la insulina.?
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ll. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacion de la zona de estudio
El presente trabajo de investigacion se desarrollé en la ciudad de Huamanga
durante los meses de setiembre a noviembre del 2012,
3.2. Poblacion y muestra
3.2.1. Poblacion: Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris “apallanchaca“, de la
localidad de San Antonio de la regién de Ancash provincia de‘ Huaraz a 3100
m.s.n.m.
3.2.2. Muestra: Conformado por 5 kg de Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris
“‘apallanchaca”, que fueron recolectadas aleatoriamente durante el mes de
setiembre del 2012.
3.2.3. Animales de experimentacion
Se utilizaron treinta “ratas” Holtzman del mismo sexo, con peso entre 150 - 200
g. que se adquirieron del Bioterio del Instituto Nacional de Salud de la ciudad de
Lima - Chorrillos, con una semana de anticipacion a las condiciones de
laboratorio con alimento balanceado y agua.
3.3. Diseiio metodolégico para la recoleccion de datos
3.3.1. Recoleccion, identificacion y seleccion de la muestra
La muestra fue recolectada y transportada en bolsas a los Laboratorios del Area

de Farmacia, donde se seleccioné las hojas y fueron secadas a medio ambiente

19



durante siete dias. Una parte de la planta con hojas y flor fue llevada al
Laboratorio de Botanica de la UNSCH para la identificacion taxonémica.

3.3.2. Preparacion del extracto hidroalcohdlico

300 mg de muestra seca y pulverizada fue macerado en 1200 mi de alcohol al 97
%, se dej6 en un frasco color ambar durante siete dias a temperatura ambiente.
Se filtr6 el concentrado y el filtrado se concentré a sequedad en un Rotavapor
BUCHI 3000 para la eliminacién del solvente.

3.3.3. Tamizaje fitoquimico

La identificacién cualitativa de los principales grupos de metabolitos secundarios,
se realizé con las reacciones de coloracién y precipitacion. ™

3.3.4. Determinacién de la hiperglucemia

Fundamento: Se utilizd el modelo para la hiperglucemia glucosa al 50 %,
induciendo un incremento de la glicemia.3* 3

3.4. Procedimiento experimental

Los animales fueron aclimatados en jaulas metalicas con libre acceso a agua y
alimento estandar. La temperatura ambiental fue constante (21 °C) y 50 — 60 %
de humedad con un ciclo de 12 horas luz y oscuridad. Después de 12 horas de
ayuno se prepar6 ocho grupos experimentales, distribuidos al azar:

Grupo I: Control; solucién salina fisiolégica, con 5 animales (n=5)

Grupo llI: Soluciéon de glucosa al 50 % a razén de 2 gramos de glucosa/kg de
peso, con 5 animales (n=5).

Grupo llI: Solucién de glucosa al 50 % a razén de 2 gramos de glucosa/kg de
peso e inmediatamente metformina 150 mg/kg de peso, con 5 animales (n=5).
Grupo IV: Solucién de glucosa al 50 % a razén de 2 gramos de glucosa/kg de

peso e inmediatamente glibenclamida 7,5 mg/kg, con 5 animales (n=5).
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Grupo V: Solucion de glucosa al 50 % a razén de 2 gramos de glucosa/kg de
peso e inmediatamente 100 mg/kg de extracto hidroalcohdlico Gentianella
thyrsoidea (Hook) Fabris “apallanchaca”, con 5 animales (n=5).

Grupo VI Solucién de glucosa al 50 % a razén de 2 gramos de glucosa/kg de
peso e inmediatamente 200 mg/kg de extracto hidroalcohdlico Gentianella
thyrsoidea (Hook) Fabris “apallanchaca”, con 5 animales (n=5).

Grupo VII: Solucién de glucosa al 50 % a razdén de 2 gramos de glucosa/kg de
peso e inmediatamente 300 mg/kg de extracto hidroalcohdlico Gentianella
thyrsoidea (Hook) Fabris “apallanchaca”, con 5 animales (n=>5).

Grupo VIiI: Solucién de glucosa al 50 % a razén de 2 gramos de giucosa/kg de
peso e inmediatamente metformina 150 mgkg de peso y dlibenclamida 7,5
mg/kg, con 5 animales (n=5).

Las muestras de sangre se obtuvieron de la vena caudal en el extremo distal de
la cola del animal, mediante un corte suficientemente amplio como para obtener
un volumen adecuado (1 gota) para cubrir por completo la zona de prueba de la
tira reactiva, a intervalos de 30 minutos después de la carga de glucosa. La
glucosa se determiné por el método de la glucosa oxidasa con tiras reactivas de
un glucémetro de la marca ACCU — CHECK, se calcul6 el area bajo la curva de
tolerancia y el valor medio de la glucosa que puede ser sometido a pruebas
estadisticas.?

3.5. Analisis estadistico

Los datos se expresaron en forma de medias, desviacidn estandar, y fueron
representados en forma de tablas, figuras en forma de curvas histogramas.
Asimismo, con los resultados de la variacion de la glucosa versus tiempo, se
calculo en Area Bajo la Curva (ABC), por el método de trapecio utilizando el

software SIMFIT, Simulationfiting, Statistic and Plotting version 5,6,25.
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Las diferencias entre las curvas de cada tratamiento se contrastarian mediante el

Analisis de Varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey utilizando el software SPSS.

22



IV. RESULTADOS



Tabla 1. Metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohdlico de
Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris “apallanchaca”.

Metabolitos secundarios Ensayo Resultados Observacion
Fenoles y/o taninos Cloruro férrico +++ Verde intenso
Flavonoides Shinoda +++ Rojo
Esteroides y/o terpenos Lieberman + Verde claro
Saponinas Espuma ++ Espuma
Resinas Resinas ++ Verde oscuro
Lactonas y/o cumarinas Baljet ++ Rojo
Aminoacidos (aminas) Ninhidrina +++ Rojizo
LEYENDA:

(+++) Abundante
(++) Moderado
(+) Leve
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V. DISCUSION
La gran diversidad de especies vegetales que existe en el planeta ha permitido
que desde hace mucho tiempo varias civilizaciones hayan usado las plantas para
tratar o aliviar algunas enfermedades. Este uso de las plantas con fines
medicinales viene desde tiempos remotos y el uso de diversas especies es tan
diverso como sitios ha habitado el hombre.*
Hasta ahora el campo de investigacion sobre la medicina tradicional ha sido
abordado principalmente por la antropologia, pero cada vez mayor nimero de
disciplinas cientificas se incorporan para enriquecer el rescate y la revalorizacion
de este patrimonio cultural que ha contribuido sustancialmente a la conservacion
de la salud humana, al igual que al desarrollo del conocimiento medico autéctono
y de sus recursos. Las necesidades actuales de salud en el mundo y la crisis
econdmica de muchos paises como el nuestro, hacen indispensables un estudio
mas profundo de los recursos médicos disponibles.®
Los metabolitos secundarios evaluados en el extracto hidrohacohdlico de la
planta Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris “apallanchaca” dan como resultado
la presencia de fenoles y/o taninos, lactonas y/o cumarinas, terpenos ylo
esteroides, flavonoides, saponinas, aminoacidos libres y catequinas (Tabla 1).
La reduccion del nivel de la glicemia en la presente investigacion, se explica por

presencia de compuestos fendlicos y flavonoides.
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Coinciden con las investigaciones reportadas en las ofras plantas utilizadas
empiricamente por su efecto hipoglucemiante, dentro de estos metabolitos
podemos sefalar como los posibles responsables del efecto hipoglucemiante a
los triterpencides, flavonoides, taninos, catequinas sustancias fendicos y
alcaloides las cuales coinciden con las descritas por Caceres.®

Podemos decir que todos los grupos de ‘ratas” Holtzman, presentan un
promedio de concentracion de glucosa basal en sangre de 80,2 mg/dl, este
primer dato sirvi6 para demostrar que los animales adquiridos en el instituto
Nacional de Salud son ratas normoglucémicos aptos para el trabajo de
investigacion que se ejecutd. Los valores promedio en condiciones basales de
los animales se asemejan a los de los humanos con valores entre 60 - 115
mg/dl.

La glucosa es una sustancia necesaria en el metabolismo y es el estimulo
principal de la secrecién regulada de insulina en el organismo, el mismo que
estimula el transporte de glucosa a través de las glucoproteinas que son las
transportadoras hacia los musculos y tejidos. Un desbalance en la produccion de
insulina deviene en una hiperglicemia, conduciendo a una alteracion en el
metabolismo de los lipidos, carbohidratos y proteinas y un mayor riesgo de
complicaciones por enfermedades vasculares.

Grados variables de predisposicion hereditaria y con participacion de diversos
factores ambientales, se caractériza por hiperglucemia crénica, propiciando
alteraciones en el metabolismo de los hidratos de carbono, grasas y proteinas,
que puede favorecer la aparicion de complicaciones agudas (cetoacidosis,
hiperosmolaridad) y crénicas (micro y macroangiopatia: ocular, renal, nerviosa,
dermatoldgica, cardiovascular). %

Existen muchos métodos para la determinacion de glucosa, hoy en dia el

sistema ACCU CHEK Active es parte de una nueva generacion de medidores de
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glucemia, donde las tiras reactivas son tratadas con productos quimicos tales
como la glucosa oxidasa, deshidrogenasa o hexoquinasa. Estos productos
quimicos reaccionan con la glucosa presente en la sangre produciendo una
corriente eléctrica que lleva los resultados al monitor.

Para el analisis de glucosa del presente trabajo de investigacién se utilizé el
Glucémetro ACCU CHEK Active donde las tiras reactivas pbseen seis electrodos
de oro que realizan chequeos de temperatura y humedad ambiental para un
mejor control ofreciendo ventajas, la medicién se realiz6 cinco segundos,
codificacion automatica por chip, un minima muestra (solo 0,6 ul) y amplia
pantalla para faci lectura.®

En la Figura 3, se observa la variacién de los niveles de glucosa sanguinea de
los diferentes tratamientos en funcidén al tiempo.

El grupo blanco (administrado con solucioén salina fisiolégica 1,0 mi/kg de peso)
present6 una variaciéon entre 60 mg/dl de glucosa sanguinea durante los tiempos
de tratamiento, permiti6 determinar que los niveles basales de glucosa se
mantienen durante el tiempo de tratamiento de los grupos experimentales.

En el grupo control (administrado con glucosa a 2 g/kg de peso), se observé un
aumento de los niveles de glucosa sanguinea durante la primera hora (137
mg/dl), que luego desciende llegando a los niveles basales en cuatro horas (56,7
mg/dl), esta respuesta es debido a que las ratas normoglicémicas liberan insulina
en respuesta al aumento de los niveles de glucosa sanguinea. La glucosa
ingresa a las células beta a través del transportador de glucosa GLUT 2, donde

la glucosa pasa a la glucdlisis y el ciclo respiratorio produciendo por oxidacién

varias moléculas de ATP de alta energia. Los canales de potasio (K%)
dependiente de los niveles de ATP y por tanto, de los niveles de glucosa en

sangre, se cierran y la membrana celular se despolariza, con ello los canales de
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calcio (Ca?") dependiente del voltaje se abren y el calcio ingresa a la célula, un
aumento intracelular de ello produce la activacién de Fosfolipasa C, que
desdobla los fosfolipidos de la membrana fosfatidil inositol 4, 5-bifosfato en
inositol 14,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol. El IP3, se une a los receptores
proteicos sobre la membrana del reticulo endoplasmico (RE), esto permite la
liberaciéon de caicio del RE a través de los canales IP3 aumentando mas atn la
concentracién intracelular de calcio, estas cantidades significativamente mayores
de calcio dentro de las células provocan la liberacion de insulina presintetizada y
almacenada en las vesiculas secretoras.¥

En la Figura 4, se observa que el grupo estandar (administrado con metformina
160 mg/kg, glibenclamida 7,5 mg/kg y metformina 150 mg/kg mas glibenclamida
7.5 mg/kg de peso), se evalud el Area bajo la Curva con la finalidad de comparar
la variacién de la glucosa versus tiempo de las diferentes dosis del extracto
hidroalcohdlico de Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris “apallanchaca”. Segun
se observa en la Figura 5, con metformina 150 mg/kg de peso, los niveles de
glucosa sanguinea tiende al descenso desde el nivel basal determinado (60
mg/dl), hasta el tiempo final de tratamiento (56,7 mg/dl), con un nivel de eficacia
hipoglucémica de 25,81 %, siendo este valor similar a lo obtenido por Ledn
(2011)*® en el trabajo de investigacion de la actividad hipoglucemiante del
extracto de las hojas de Frutipan (Artocarpus altilis) en ‘ratas” Rattus novergicus
con hiperglucemia inducida, con una disminucién de la glucemia a 70,5 mg/di en
funcién a la misma dosis administrada. El descenso de los niveles de glucosa
sanguinea se debe a que la metformina clorhidrato es un agente
antihiperglicémico que mejora la tolerancia de la glucosa en los pacientes con
diabetes tipo 2, disminuyendo la glucosa plasmatica tanto basal como

postprandial. metformina clorhidrato disminuye la produccion de glucosa
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hepatica, disminuye la absorcion intestinal de glucosa, y mejora la sensibilidad a
la insulina al aumentar la captacion periférica y utilizacion de la glucosa.*®

Segun se observa en la Figura 5, con glibenclamida 7,5 mg/kg de peso, los
niveles de glucosa sanguinea tiende al descenso desde el nivel basal
determinado (66,4 mg/dl), hasta el tiempo final de tratamiento (29,6 mg/dl), con
un nivel de eficacia hipoglucémica de 41,71 %, siendo valores distintos al de
Carrasco (2012),*° en el trabajo de investigacion comprobacion del efecto
hipogiucemiante del extracto del fruto de la tuna Opuntia ficus-indica, en
“ratones” Mus musculus con hiperglucemia inducida, con una disminucién de la
glucemia basal determinado (174 mg/dl), hasta el tiempo final de tratamiento
(144,33 mg/di), debido a Ila concentracién administrada glibenclamida en
relacion de (0,0028 g/ml), dando una interaccion especifica y de alta afinidad con
los receptores de la membrana de las células beta pancreaticas, como
consecuencia de esta interaccion, se cierran los canales de K*, provocando la
despolarizacién de la célula beta pancreatica y un cambio en el potencial de
membrana que abre los canales de Ca?* que permite la migracion de este cation
al interior de la célula. El incremento del calcio en el citoplasma provoca la
secrecion de la insulina por exocitosis.*!

El tercer estandar utilizado fue con metformina 150 mg/kg mas glibenclamida 7,5
mg/kg de peso, los niveles de glucosa sanguinea tiende al descenso desde el
nivel basal determinado (58,5 mg/dl), hasta el tiempo final de tratamiento (23,5
mg/dl), con un nivel de eficacia hipoglucémica de 43,78 %, obteniendo el mejor
resultado de los estandares evaluados, debido a que la combinaciéon de estos
farmacos disminuyen la glucogendlisis (liberacion hepatica) y neoglucogénesis
(formacién de glucosa a partir de otros sustratos como aminoacidos y glicerol).
Estos son los del grupo de las biguanidas, aumentan la sensibilidad a la insulina

en el tejido periférico, principalmente en musculo. Ademas, la metformina tiene
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efectos favorables sobre los lipidos, con reducciéon de los triglicéridos, LDL y
colesterol total.*?

Las diferentes dosis (100 mg/kg, 200 mg/kg y 300 mg/kg de peso) del extracto
hidroalcohélico de Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris “apallanchaca”,
administrados presentan efectos hipoglicemiantes moderados, con niveles de
eficacia de 18,13 %; 15,9 % y 12,9 %, respectivamente (Figura 5).

El mecanismo de accién por el cual ciertas especies vegetales disminuyen la
glucosa sanguinea, puede ser atribuido a los siguientes factores: aumento de la
liberacién de insulina a través de la estimulacién de las células B-pancreaticas,
resistencia a las hormonas que aumentan el nivel de glucosa, aumento de Ila
sensibilidad de los receptores de insulina, disminucién de gluconeogénesis,
aumento del consumo de glucosa en tejidos y 6rganos, eliminacion de radicales
libres, resistencia a la peroxidaciéon de los lipidos, correccidon del desorden
metabdlico causado en lipidos y proteinas.*3

Estudios similares efectuados por Salazar** en el trabajo de investigacion
“Contribucién al Estudio Quimico y Farmacolégico de la Gentianella umbellata
(G. Don) Fabris”, encontré que el extracto de diclorometanico produce la maxima
reduccién de la glicemia a las 5 horas de la administracion en un 24,2 % y ain
mantiene su actividad a las 24 horas en un porcentaje menor (19,3 %). El
extracto metandlico produce su maxima actividad a las 5 horas reduciendo la
glicemia en 38,3 %, esta actividad a las 24 horas se reduce en 20,6 %.* Otros
estudios con Gentianella thyrsoidea reportaron una reduccion de 254 % a las 5
horas y 21,8 % a las 24 horas con el extracto diclorometanico y de 51,4 % a
39,9 % con el extracto metandlico respectivamente; por lo que la Gentianella
thyrsoidea tendria un mejor perfil hipoglicemiante; aunque los resultados no son

concluyentes.® Pues esta relativa actividad hipoglicémica se justificaria por
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cuanto el extracto hidroalcohdlico de Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris
“apallanchaca” contiene flavonoides y xantonas de efecto hipoglucemiante.

El analisis de varianza, es una prueba estadistica para analizar si mas de dos
grupos son diferentes significativamente entre si en cuanto a sus medias y
varianzas. El nivel de significancia es una probabilidad de equivocarse que fija
de manera prioritaria el investigador. El nivel de significancia de 0,05; el cual
implica que el investigador tiene 95 % de seguridad para generalizar sin
equivocarse y solo 5 % en contra. En términos de probabilidad, 0,95 y 0,05,
respectivamente ambos suman la unidad.*®

En base a lo anterior se determiné la diferencia que existe entre los grupos de
tratamiento (Anexo 16) obteniéndose una diferencia significativa (p<0,05).

En el Figura 3 se confirma que el extracto hidroalcohdlico de la planta
Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris “apallanchaca” en el modelo experimental
la mayor disminucion de la glicemia fue a menor concentracion del extracto.

Se demostré que el extracto hidrohacoholico de la planta Gentianella thyrsoidea
(Hook) Fabris “apallanchaca” en ‘ratas” albinas Holtzman posee actividad
hipoglucemiante en las condiciones experimentales y podria ser considerada
como un producto natural de utilidad como coadyuvante en los tratamientos de

pacientes que presentan intolerancia a la glucosa y diabetes mellitus.
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VI. CONCLUSIONES

. El extracto hidroalcohdlico de Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris
“apallanchaca”, presenté hipoglucemiante.

. El extracto hidroalcohdlico, reporté la presencia de fenoles y/o taninos,
lactonas y/o cumarinas, terpenos y/o esteroides, flavonoides. alcaloides,
saponinas, azucares reductoras, aminoacidos libres y catequinas.

. El extracto hidroalcohélico de la planta Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris
“apallanchaca” a la dosis de 100 mg/kg de peso obtuvo mayor eficacia
hipoglucémica con un 18,13 %.

. La dosis del extracto hidroalcohdlico de la planta Gentianella thyrsoidea
(Hook) Fabris “apallanchaca” de 100 mg/kg de peso con un 18,13 %, posee
mayor eficacia  hipoglucémica, siendo inferior a la combinacion de la
glibenclamida 7,5 mgkg mas metformina 150 mg/kg de peso con wun

43,78%.
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VIil. RECOMENDACIONES

. Continuar investigando sobre la actividad hipoglucemiante del extracto
hidroalcohdlico de Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris “apallanchaca”, a
diferentes concentraciones, utilizando otros disefios metodolégicos y aislando
los metabolitos secundarios responsables del efecto estudiado.

. Continuar con el estudio quimico de la planta, presenta xantonas y
flavonoides por identificar.

. Evaluar las actividades farmacologicas con otras dosis, con mayor tiempo de
seguimiento, con compuestos aislados y otros métodos de experimentacion.

. Elucidar principios activos presentes en la planta, los cuales seguramente

tienen mayor eficacia.
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ANEXOS



Anexo 1

Tabla 2. Certificado de identificacion de Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris
“apallanchaca”.

EL JEFE DEL HERBARIUM HUAMANGENSIS OE LA FACULTAD OE
CIENCIAS BIOLOGICAS DOE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

CERTIFICA

Que, la Bach. en Farmacia y Bioquimica, Srta. Fujita Qori Urpi, HUAMANCUS!
SARMIENTO, ha soficitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo
de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada seg(in el Sistema de Clasificacion
de Cronquist. A. 1988. y es como sigue:

DMISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUBCLASE : ASTERIDAE

ORDEN : GENTIANALES

FAMILIA : GENTIANACEAE

GENERO : Gentianella

ESPECIE : Gentianella thyrsoidea (Hook.) Fabris.
N.V. : "apallanchaca”

Se expide la certificaciéon comespondiente a solicitud de la interesada
para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 02 de Junio del 2012

islees
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Anexo 2

Tabla 3. Certificado sanitario de los animales de experimentacién.

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD
CENTRO NACIONAL DE PRODUCTOS BIOLOGICOS
COORDINACION DE BIOTERIO

CERTIFICADO SANITARIO N°

Producto : Rata Albina Lote N° : R-10-2012

Especie : Rattus norvegicus Cantidad : 35

Cepa : Holtzman Edad ¢ 1mes %

Peso : 130 a145 gr. Sexo : Hembras

Guia de . 026689 Destino  : Huamancusi Sarmiento,

Remisién Fujita Qori Urpi
Ayacucho

Lima : 26-10-2012

El Médico Veterinario, que suscribe, Arturo Rosales Fernandez. Coordinador de Bioterio
Certifica, que los animales arriba descritos se encuentran en  buenas
condiciones sanitarias °.

*Referencia : PR.T-CNPB-153, Procedimiento para el ingreso, Cuarentena y Control
Sanitario para Animales de Experimentacion.

Chorrillos, 26 de Octubre del 2012
(Fecha de emision del centificado)

M.V AP RDSEIES Fernandez
NOTA: El Bioterio no se hace C.M.VP. 1586
responsable por el estado de
los animales, una vez que
éstos egresan del mismo.
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Anexo 3

Preparacién de la muestra

-

Obtencion de! extracto
hidroalcohdlico

-

Parametros Fisicoquimicos

| - Identificacion de metabolitos
secundarios.

-

Ensayos Farmacolégicos

-

Andlisis e interpretacion de
Resultados

Figura 5. Diagrama del disefio metodolégico.
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Anexo4

25 — 30- gramos de muestra seca y molida

1

Extraer a reflujo con 400 mi, de éter etilico a
temperatura ambiente.

Filtrar
residuos

Extracto vetereo Residuo sélido (cartucho)
Concentrar en bafio maria a 40°C Pesar y dejar secar

I

Extraer con 400 mi de alcohol
a reflujo

[

Filtrar
i residuos

Residuo sélidd (secar y pesar) Extracto hidroalcoﬁolico
Concentrar con bafio marfa

Extraer ; reflujo
Con agua destilada a temperatura que
hierve el agua.

Filtrar
residuos

Residuo sdlido (secar y pesar) Extracto acuoso
Concentrar

Figura 6. Flujograma del screening fitoquimico.



[ ]

Anexo 5

Extracto Hidroalcohdlico

Dividir en fracciones

Ensayo Kedde Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo
(Glicosidos Baljet Fehling Espumas Fenoles Shinoda
cardiotonicos) (Lactonas) (Azucares (Saponinas) (Fenoles y (Flavonoides)

reductores) 4 Taninos)
Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo Ensayo
Resinas Catequinas Lieberman Ninhidrina Borntrager
{Antocianina) (Alcaloides) (Triterpenos y (Aminoacidos) (Quinonas)
esteroides)

Figura 7. Screening fitoquimico.
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Anexo 6

Figura 8. Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris “apallanchaca”.
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Anexo 7

Figura 9. Muestra macerada del extracto hidroalcohdlico de Gentianella
thyrsoidea (Hook) Fabris “apallanchaca“.
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Anexo 8

Figura 10. Tubos de prueba con metabolitos secundarios del extracto
hidroalcohdélico.
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Anexo 9

Figura 11. Administracion por via oral del extracto hidroalcohélico.
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Anexo 10

Figura 12. Toma de muestra de la glicemia basal a las “ratas” Holtzman.
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Anexo 11

Tabla 4. Area bajo la curva y porcentaje de eficacia hipoglucemiante en funcién

de tratamientos.

Area bajola % area bajo la % eficacia
Tratamientos Curva curva hipoglucémica

Glucosa (control) 4,34 100,0 0.0

Metformina 150 mgfkg 322 74,19 25,81
Glibenclamida 7.5 mg/kg 2,53 58,29 41,71
Metf 150 mg/kg + Glib 7.5 mglkg 2,44 56,22 43,78
Extracto 100 mg/kg 3,54 81,87 18,13
Extracto 200 mg/kg 3,65 84,1 15,9
Extracto 300 mg/kg 3,78 871 12,9
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Anexo 12

Tablab. Valores descriptivos del efecto hipoglucemiante.

Intervalo de confianza para
la media al 95%

Desviacion Limite

N Media tipica Error tipico Limite inferior superior Minimo Maxir
ro Fisiolégico 5 24000 ,27129 12133 2,0631 2,7369 2,08 2
sosa 50% 5 43362 ,31336 14014 3,9471 4,7253 4,04 4
formina 150mg/kg 3 32220 08429 04866 3,0126 3,4314 3,14 3
enclamida 7.5 mg/kg 5 25332 17504 07828 2,3159 2,7505 2,27 2
formina + Glibenclamida 4 2,4413 06547 ,03273 2,337 25454 237 2
100 mg/kg 3 35433 ,23820 13752 2,9516 4,1350 3,27 3
200 mg/kg 3 36473 ,16660 ,09619 3,2335 4,0612 346 3
300mg/kg 5 3,7816 13828 ,06184 3,6099 3,9533 3,65 3
i 33 3,2199 74784 ,13018 29548 3,4851 2,08 4
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Anexo 13

Tabla 6. Andlisis de variahza del efecto hipoglucemiante.

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos 16,814 7 2,402 55,486 ,000
Intra-grupos 1,082 25 ,043
Total 17,897 32

SI: Sig. <0.05: Por lo menos uno de los tratamientos es diferente al resto.
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Anexo 14

Tabla 7. Prueba de Tukey de los promedios del efecto hiboglucemiante.

HSD de Tukey

Subconjunto para alfa = 0.05
Tratamiento N 1 2 3 4

Suero Fisiologico 5 2,4000

Metformina + 4 2,4413
Glibenclamida

Glibenclamida 7.5 mg/kg 5 2,5332
Metformina 150mg/kg 3,2220
EH 100 mg/kg 3,56433 3,5433
EH 200 mg/kg 36473 36473

EH 300 mg/kg 3,7816

A O W W W

Glucosa50% 43362

_Sig. ,984 126 ,746 1,000

Se muestran las medidas para los grupos .en los subconjuntos homogéneos.
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Actividad hipoglucemiante del extracto hidroalcohélico de
Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris “apallanchaca” en

ratas albinas Holtzman Ayacucho-2012.
Fujita Qori Urpi, Huamancusi Sarmiento" Johnny Aldo, Tinco Jayo"
Farmacia y Bioquimica: UNSCH

RESUMEN

La diabetes mellitus es una compleja enfermedad metabdlica por un estado de biperglucemia en los niveles
sanguineos, elevados por encima de los limites fisiolégicos normales acompafiadas de otros sintomas. La
diabetes es un serio problema de salud publica y causa de mortalidad temprana debida a sus graves
complicaciones. El presente trabajo de investigacion, se realiz6 con el objetivo de determinar el efecto
hipoglucemiante del extracto hidroalcohélico Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris “apallanchaca”, en
muestras recolectadas de la localidad San Antonio, region de Ancash, provincia de Huaraz a 3100 m.s.n.m.

Los metabolitos secundarios se determinaron mediante reacciones de coloracién y precipitacion; el efecto
hipoglicemiante fue determinado en ratas Holtzman, distribuidos en 8 grupos de 5 unidades experimentales cada
uno. Tras 12 horas de ayuna previo al tratamiento, se determin6 los niveles basales de glucosa sanguinea, luego
de media hora al grupo 1 se le administré agua destilada, grupo Il glucosa al 50 %, grupo 11l metformina 150
mg/kg, grupo IV glibenclamida 7,5 mg/kg, los grupos V, VI, y VII; 100 mg/kg, 200 mg/kg y 300 mg/kg del
extracto respectivamente y el grupo VIII la combinacion de glibenclamida 7,5 mg/kg y metformida 150 mg/kg.
Los niveles de glucosa sanguinea se determinaron utilizando el glucometro de la marca ACCU-CHECK, los
resultados obtenidos fueron interpretados mediante el andlisis del 4rea bajo la curva, andlisis de varianza y
prueba de Tukey.

El extracto presento flavonoides, taninos, fenoles, catequinas, saponinas, lactonas y/o cumarinas, cardenolidos,
Encontrdandose que la dosis de 100 mg/kg extracto hidroalcoholico Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris
“apallanchaca”, posee efecto hipoglucemiante con un porcentaje de eficacia de 18,13 % respecto al grupo
control de glucosa, seguido por la dosis de 200 mg/kg con 15,9 %; y el de menor efecto la dosis de 300 mg/kg
con 12,9 % de eficacia, sin embargo se demostré que la combinacién de los estdndares de glibenclamida 7,5
mg/kg mas metformina 150 mg/kg mostré mayor nivel de eficacia hipoglucémica con 43,78 %.

Se concluye que la administracién oral del extracto hidroalcohdlico Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris
“apallanchaca”, posee efecto hipoglucemiante en ratas Holtzman.

Palabras clave: Efecto hipoglucemiante, extracto hidroalcohilico Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris.

SUMMARY

Diabetes mellitus is a complex metabolic disease by hyperglycemia in blood levels, elevated above normal
physiological limits accompanied by other symptoms. Diabetes is a serious public health problem and causes
early death due to serious complications. The present research work was carried out withb the objective of
determining the hypoglycaemic effect of the hydroalcoholic extract Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris
“apallanchaca" in it that was run with the samples collected from the town San Antonio, Ancash region,
province Huaraz to 3100 m.

Secondary metabolites were determined by staining reactions and precipitation was induced hyperglycemia with
50% glucose in "rat" Holtzman, divided into eight experimental groups of five units each. Group I was given
distilled water, group II 50 % glucose, group I1I metformin 150 mg/kg, group IV glibenclamide 7,5 mg/kg,
groups V, VI, and VII , 100 mg/kg, 200 mg/kg and 300 mg/kg of the extract , respectively, and the group VIII
combining glyburide 7,5 mg/kg and metformin 150 mg/kg. Blood glucose levels were determined using the
brand glucometer ACCU- CHECK, the results were interpreted by calculating the percentage of hypoglycemic
efficiency, analysis ofthe area under the curve, ANOVA and Tukey's test.

The present extract flavonoids, tannins, phenols, catechins, saponins, lactones and coumarins, cardenolides .
Dose of 100 mg/kg hydroalcoholic extract possesses hypoglycemic effect with a percentage of 18,13 % efficacy
compared to the control group of glucose, followed by a dose of 200 mg/kg with 15,9 % and the lowest effect
dose of 300 mg/kg with 12,9 % efficiency , however it was demonstrated that the .combination of standards
glyburide 7,5 mg/kg and metformin 150 mg/kg showed higher level of hypoglycemic with 43,78 % efficiency.

Key words: Effect hypoglycemic hydroalcoholic extract Gentianella thyrsoidea (Hook).



INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus, es una enfermedad, en la cual
existe mayor glucosa en la sangre, esto debido a
que ¢l cuerpo es incapaz de convertir la glucosa en
energfa, como lo haria normalmente. En la mayoria
de los casos, esto se debe a que el pancreas no
produce suficiente insulina o existe una resistencia
a la funcién de la insulina en el organismo.!

En el afio 2000, se estim6 que el nimero de
personas que sufrian de diabetes en el continente
americano era de 35 millones, de las cuales 19
millones vivian en América Latina y el Caribe. Las
proyecciones indican que en el 2025 este nimero
se incrementar4d a 64 millones de los cuiles 62 %
viviran en América Latina y el Caribe que
representa un aproximado de 40 millones.?2 En el
Peri, la prevalencia de diabetes es del 1 al 8 % de
la poblacién general, siendo Piura y Lima como los
departamentos mas afectados (2,5 %). Se menciona
que en la actualidad la Diabetes Mellitus afecta a
mis de un millén de peruanos y menos de la mitad
han sido diagnosticados.’

La gran diversidad de especies vegetales que existe
en ¢l planeta ha permitido que desde hace mucho
tiempo varias civilizaciones hayan usado las
plantas para tratar o aliviar algunas enfermedades.
Este uso de las plantas con fines medicinales viene
desde tiempos remotos y el uso de diversas
especies es tan diverso como sitios ha habitado el
hombre.* Conocemos que antes de la llegada de los
espafioles al Perd, el uso de plantas con virtudes
terapéuticas era muy comiin para tratar todo tipo de
dolencias que aquejaban a la poblaciéon. En los
lugares donde todavia se realizan sus practicas
médicas de manera rutinaria, sus habitantes se
resisten a perder este sistema médico local y
conservar a través de €1, su identidad cultural.’

Por lo tanto, la presente investigacion estuvo
orientado a evaluar experimentalmente la actividad
hipoglucemiante del extracto hidroalcohélico de
Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris
“apallanchaca® en “ratas albinas Holtzman,
comparado con un patrén de referencia. Para lo
cual se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo General

*Conocer la actividad hipoglucemiante del extracto
hidroalcohodlico de Gentianella thyrsoidea (Hook)
Fabris “apallanchaca“ en “ratas“ albinas
Holtzman.

Objetivo Especifico

e Determinar el screening fitoquimico de
Gentianella thyrsoiday (Hook) Fabris
“apallanchaca*.

» Evaluar la concentracion optima efectiva del
extracto hidroalcohdlico de la planta Gentianella
thyrsoidea (Hook) Fabris “apallanchaca® en “ratas”
albinas Holtzman, como hipoglucemiante.

* Comparar la accién hipoglucemiente del extracto
hidroalcoholico de la planta Gentianella thyrsoidea

(Hook) Fabris “apallanchaca“, con el estindar de
metformina y glibenclamida.

MATERIAL Y METODOS

Ubicacion de la zona de estudio

El presente trabajo de investigacién se desarrolld
en la ciudad de Huamanga durante los meses de
setiembre a noviembre del 2012.

Poblacién y muestra

Poblacion: Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris
“apallanchaca“, de la localidad de San Antonio de
la regién de Ancash provincia de Huaraz a 3100
m.s.n.m.

Muestra: Conformado por 5 kg de Gentianella
thyrsoidea (Hook) Fabris “apallanchaca“, que
fueron recolectadas aleatoriamente durante el mes
de setiembre del 2012,

Animales de experimentacion

Se utilizaron treinta “ratas* Holtzman del mismo
sexo, con peso entre 150 - 200 g que se
adquirieron del Bioterio del Instituto Nacional de
Salud de la ciudad de Lima - Chorrillos, con una
semana de anticipacion a las condiciones de
laboratorio con alimento balanceado y agua.

Disefio metodolégico para la recoleccion de
datos

Recoleccion, identificacion y seleccion de la
muestra

La muestra fue recolectada y transportada en bolsas
a los Laboratorios del Area de Farmacia, donde se
seleccion6 las hojas y fueron secadas a medio
ambiente durante siete dias. Una parte de la planta
con hojas y flor fue llevada al Laboratorio de
Botanica de la UNSCH para la identificacion
taxonomica.

Preparacion del extracto hidroalcohélico

300 mg de muestra seca y pulverizada fue
macerado en 1200 mi de alcohol al 97 %, se dej6
en un frasco color 4mbar durante siete dias a
temperatura ambiente. Se filtr6 el concentrado y el
filtrado se concentré a sequedad en un Rotavapor
BUCHI 3000 para la eliminacién del solvente.
Tamizaje fitoquimico

La identificacion cualitativa de los principales
grupos de metabolitos secundarios, se realizé6 con
las reacciones de coloracién y precipitacion.®
Determinacion de la hiperglucemia
Fundamento: Se utilizé el modelo para 1la
hiperglucemia glucosa al 50 %, induciendo un
incremento de la glicemia.” 8

Procedimiento experimental

Los animales fueron aclimatados en jaulas
metélicas con libre acceso a agua y alimento
estandar. La temperatura ambiental fue constante
(21 °C) y 50 — 60 % de humedad con un ciclo de
12 horas luz y oscuridad. Después de 12 horas de
ayuno se preparé ocho grupos experimentales,
distribuidos al azar:

Grupo I: Control; solucién salina fisiologica, con
5 animales (n=5)



Grupo II: Solucién de glucosa al 50 % a razén de
2 gramos de glucosa’kg de peso, con 5 animales
(n=5).

Grupo IIE Solucién de glucosa al 50 % a razén de
2 gramos de glucosa’kg de peso e inmediatamente
metformina 150 mg/kg de peso, con 5 animales
(n=5).

Grupo IV: Solucién de glucosa al 50 % a razén de
2 gramos de glucosa’kg de peso ¢ inmediatamente
glibenclamida 7,5 mg/kg, con 5 animales (n=5).
Grupo V: Solucién de glucosa al 50 % a razén de
2 gramos de glucosa/kg de peso ¢ inmediatamente
100 mg/kg de extracto hidroalcohélico Gentianella
thyrsoidea (Hook) Fabris “apallanchaca”, con 5
animales (n=5).

Grupo VI: Solucién de glucosa al 50 % a razdn de
2 gramos de glucosa’kg de peso ¢ inmediatamente
200 mg/kg de extracto hidroalcohélico Gentianella
thyrsoidea (Hook) Fabris “apallanchaca”, con 5
animales (n=5).

Grupo VII: Solucion de glucosa al 50 % a razon
de 2 gramos de glucosa’kg de peso e
inmediatamente 300 mg/kg de extracto
hidroalcohdlico Gentianella thyrsoidea (Hook)
Fabris “apallanchaca”, con 5 animales (n=5).
Grupo VIII: Solucién de glucosa al 50 % a razén
de 2 gramos de glucosakg de peso e
inmediatamente metformina 150 mg/kg de peso y
glibenclamida 7,5 mg/kg, con 5 animales (n=5).

Las muestras de sangre se obtuvieron de la vena
caudal en el extremo distal de la cola del animal,
mediante un corte suficientemente amplio como
para obtener un volumen adecuado (1 gota) para
cubrir por completo la zona de prueba de la tira
reactiva, a intervalos de 30 minutos después de la
carga de glucosa. La glucosa se determiné por el
método de la glucosa oxidasa con tiras reactivas de
un glucémetro de la marca ACCU — CHECK, se
calculé el area bajo la curva de tolerancia y el valor
medio de la glucosa que puede ser sometido a
pruebas estadisticas.??

Analisis estadistico

Los datos se expresaron en forma de medias,
desviacion estindar, y fueron representados en
forma de tablas, figuras en forma de curvas
histogramas.

Asimismo, con los resultados de la variacion de la
glucosa versus tiempo, se calculé en Area Bajo Ia
Curva (ABC), por el método de trapecio utilizando
el software SIMFIT, Simulationfiting, Statistic and
Plotting versi6n 5,6,25.

Las diferencias entre las curvas de cada tratamiento
se contrastarian mediante el Andlisis de Varianza
(ANOVA) y la prueba de Tukey utilizando el
software SPSS.

RESULTADOS
Tabla 1. Metabolitos secundarios presentes del
extracto hidroalcohélico de Gentianella thyrsoidea

(Hook) Fabris “apallanchaca™
Metabolitos Ensayo Resultados Observacion
secundarios
Fenoles y/o taninos Cloruro férrico +4+ Verde intenso
Flavonoides Shinoda +++ Rojo
Esteroides y/o terpenos Lieberman + Verde daro
Saponinas Espuma -+ Espuma
Resinas Resinas Eand Verde oscuro
Lactonas y/o cumarinas Baljet ++ Rojo
acidos {aminas) inhid| 4+ Rojizo
LEYENDA: {+++) Abundante  (++) Moderado (+} Leve
180 - e G UcOS8 50%
e N SfORT
160 g Glibonc!
s Mt + Glib

et E:xtr 3¢ 100
s £ 541 86200
g £ xtra c 300

100 1

3

Glucosa Sanguinea (mg/dL)
8

3

(=]

o
-
H
(o)

2 3
Tiempo(h)

Figura 1. Variacién de los niveles de glucosa
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ANOVA: p <0,05:

Figura 2. Area Bajo la Curva segiin tratamientos.
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DISCUSION

La gran diversidad de especies vegetales que existe
en el planeta ha permitido que desde hace mucho
tiempo varias civilizaciones hayan usado las
plantas para tratar o aliviar algunas enfermedades.
Este uso de las plantas con fines medicinales viene
desde tiempos remotos y el uso de diversas
especies es tan diverso como sitios ha habitado el
hombre.*

Hasta ahora ¢l campo de investigacién sobre la
medicina  tradicional ha sido  abordado
principalmente por la antropologia, pero cada vez
mayor numero de disciplinas cientificas se
incorporan para enriquecer el Trescate y Ia
revalorizacién de este patrimonio cultural que ha
contribuido sustancialmente a la conservacion de la
salud humana, al igual que al desarrollo del
conocimiento medico autdctono y de sus recursos.
Las necesidades actuales de salud en el mundo y la
crisis econdémica de muchos paises como el
nuestro, hacen indispensables un estudio mas
profundo de los recursos médicos disponibles.®

Los metabolitos secundarios evaluados en el
extracto hidrohacohdlico de la planta Gentianella
thyrsoidea (Hook) Fabris “apallanchaca” dan como
resultado la presencia de fenoles y/o taninos,
lactonas y/o cumarinas, terpenos y/o esteroides,
flavonoides, saponinas, aminodcidos libres y
catequinas.

La reducci6n del nivel de la glicemia en la presente
investigacién, se explica por presencia de
compuestos fendlicos y flavonoides.

Coinciden con las investigaciones reportadas en las
otras plantas utilizadas empiricamente por su efecto
hipoglucemiante, dentro de estos metabolitos
podemos sefialar como los posibles responsables
del efecto hipoglucemiante a los triterpenoides,
flavonoides, taninos, catequinas  sustancias
fenilicos y alcaloides las cuales coinciden con las
descritas por Caceres.!

Podemos decir que todos los grupos de “ratas“
Holtzman, presentan un promedio de concentracién
de glucosa basal en sangre de 80,2 mg/d], este
primer dato sirvié para demostrar que los animales
adquiridos en el instituto Nacional de Salud son
ratas normoglucémicos aptos para el trabajo de
investigacién que se ejecutd. Los valores promedio
en condiciones basales de los animales se asemejan
a los de los humanos con valores entre 60 - 115
mg/dL

La glucosa es una sustancia necesaria en el
metabolismo y es el estimulo principal de la
secrecidon regulada de insulina en el organismo, el
mismo que estimula el transporte de glucosa a
través de las glucoproteinas que son las
transportadoras hacia los musculos y tejidos. Un
desbalance en la produccién de insulina deviene en
una hiperglicemia, conduciendo a una alteracién en
el metabolismo de los lipidos, carbohidratos y
protefnas y un mayor riesgo de complicaciones por
enfermedades vasculares.

Grados variables de predisposicién hereditaria y
con participacién de diversos factores ambientales,
se caracteriza por hiperglucemia  crénica,
propiciando alteraciones en el metabolismo de los
hidratos de carbono, grasas y proteinas, que puede
favorecer la aparicién de complicaciones agudas
(cetoacidosis, hiperosmolaridad) y crénicas (micro
y macroangiopatia: ocular, renal, nerviosa,
dermatolégica, cardiovascular). 2

Existen muchos métodos para la determinacién de
glucosa, hoy en dia el sistema ACCU CHEK
Active es parte de una nueva generacién de
medidores de glucemia, donde las tiras reactivas
son tratadas con productos quimicos tales como la
glucosa oxidasa, deshidrogenasa o hexoquinasa.
Estos productos quimicos reaccionan con la
glucosa presente en la sangre produciendo una
corriente eléctrica que lleva los resultados al
monitor.

Para el andlisis de glucosa del presente trabajo de
investigacion se utiliz6 el Glucémetro ACCU
CHEK Active donde las tiras reactivas poseen seis
electrodos de oro que realizan chequeos de
temperatura y humedad ambiental para un mejor
control ofreciendo ventajas, la medicion se realiz6
cinco segundos, codificacién automdtica por chip,
un minima muestra (solo 0,6 ul) y amplia pantalla
para f4cil lectura.”®

En la Figura 3, se observa la variacién de los
niveles de glucosa sanguinea de los diferentes
tratamientos en funcion al tiempo.

El grupo blanco (administrado con solucién salina
fisiologica 1,0 ml/kg de peso) presentd una
variacidn entre 60 mg/dl de glucosa sanguinea
durante los tiempos de tratamiento, permitié
determinar que los niveles basales de glucosa se
mantienen durante el tiempo de tratamiento de los
grupos experimentales.



En el grupo control (administrado con glucosa a 2
g/kg de peso), se observé un aumento de los
niveles de glucosa sanguinea durante la primera
hora (137 mg/dl), que luego desciende llegando a
los niveles basales en cuatro horas (56,7 mg/dl),
esta respuesta es debido a que las ‘“ratas”
normoglicémicas liberan insulina en respuesta al
aumento de los niveles de glucosa sanguinea. La
glucosa ingresa a las células beta a través del
transportador de glucosa GLUT 2, donde la glucosa
pasa a la glucdlisis y el ciclo respiratorio
produciendo por oxidacion varias moléculas de

ATP de alta energfa. Los canales de potasio (K*)
dependiente de los niveles de ATP y por tanto, de
los niveles de glucosa en sangre, se cierran y la
membrana celular se despolariza, con ello los
canales de calcio (Ca?*) dependiente del voltaje se
abren y el calkcio ingresa a la célula, un aumento
intracelular de ello produce la activacion de
Fosfolipasa C, que desdobla los fosfolipidos de la
membrana fosfatidil inositol 4, S-bifosfato en
inositol 14,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol. El
IP3, se une a los receptores proteicos sobre la
membrana del reticulo endopldsmico (RE), esto
permite la liberacion de calcio del RE a través de
los canales IP3 aumentando més ain la
concentracion  intracelular de calcio, estas
cantidades significativamente mayores de calcio
dentro de las células provocan la liberacién de
insulina presintetizada y almacenada en las
vesiculas secretoras. 4

En la Figura 2, se observa que el grupo estandar
(administrado con metformina 150 mg/kg,
glibenclamida 7,5 mg/kg y metformina 150 mg/kg
més glibenclamida 7,5 mg/kg de peso), se evalué
el Area Bajo la Curva con la finalidad de comparar
el nivel de eficacia hipoglucemiante de las
diferentes dosis del extracto, hidroalcohélico de
Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris
“apallanchaca”. Segiin se observa en la Figura 3,
con metformina 150 mg/kg de peso, los niveles de
glucosa sanguinea tiende al descenso desde el nivel
basal determinado (60 mg/dl), hasta el tiempo final
de tratamiento (56,7 mg/dl), con un nivel de
eficacia hipoglucémica de 25,81 %, siendo este
valor similar a lo obtenido por Leon (2011)"5 en el
trabajo de investigacin de la actividad
hipoglucemiante del extracto de las hojas de
Frutipan (Adrtocarpus altilis) en “ratas” Rattus
novergicus con hiperglucemia inducida, con una
disminucion de la glucemia a 70,5 mg/dl en
funcién a la misma dosis administrada. El descenso
de los niveles de glucosa sanguinea se debe a que
la metformina clorhidrato es wun agente
antihiperglicémico que mejora la tolerancia de la
glucosa en los pacientes con diabetes tipo 2,
disminuyendo la glucosa plasmatica tanto basal
como postprandial. metformina  clorhidrato
disminuye la produccién de glucosa hepitica,
disminuye la absorcién intestinal de glucosa, y

mejora la sensibilidad a la insulina al aumentar la
captacion periférica y utilizacion de la glucosa.
Segtin se observa en la Figura 5, con glibenclamida
7,5 mg/kg de peso, los niveles de glucosa
sanguinea tiende al descenso desde el nivel basal
determinado (66,4 mg/dl), hasta el tiempo final de
tratamiento (29,6 mg/dl), con un nivel de eficacia
hipoglucémica de 41,71 %, siendo valores distintos
al de Carrasco (2012),7 en el trabajo de
investigacion comprobacién del efecto
hipoglucemiante del extracto del fruto de la tuna
Opuntia ficus-indica, en “ratones Mus musculus
con hiperglucemia inducida, con una disminucién
de la glucemia basal determinado (174 mg/dl),
hasta el tiempo final de tratamiento (144,33 mg/dl),
debido a la concentracién administrada
glibenclamida en relacion de (0,0028 g/ml), dando
una interaccién especifica y de alta afinidad con los
receptores de la membrana de las células beta
pancredticas, como consecuencia de esta
interacciébn, se cierran los canales de K,
provocando la despolarizacion de la célula beta
pancredtica y un cambio en el potencial de
membrana que abre los canales de Ca?* que permite
la migracion de este cation al interior de la célula.
El incremento del calcio en el citoplasma provoca
la secrecion de la insulina por exocitosis.

El tercer estandar utilizado fue con metformina 150
mg/kg més glibenclamida 7,5 mg/kg de peso, los
niveles de glucosa sanguinea tiende al descenso
desde el nivel basal determinado (58,5 mg/dl),
hasta el tiempo final de tratamiento (23,5 mg/dl),
con un nivel de eficacia hipoglucémica de 43,78 %,
obteniendo el mejor resultado de los estAndares
evaluados, debido a que la combinacién de estos
farmacos disminuyen la glucogendlisis (liberacién
hepética) y neoglucogénesis (formacion de glucosa
a partir de otros sustratos como aminoacidos y
glicerol). Estos son los del grupo de las biguanidas,
aumentan la sensibilidad a la insulina en el tejido
periférico, principalmente en misculo. Ademas, la
metformina tiene efectos favorables sobre los
lipidos, con reduccion de los triglicéridos, LDL y
colesterol total.”

Las diferentes dosis (100 mg/kg; 200 mg/kg y 300
mg/kg de peso) del extracto hidroalcohdlico de
Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris
“apallanchaca”, administrados presentan efectos
hipoglicemiantes moderados, con niveles de
eficacia de 18,13 %; 159 % y 12,9 %,
respectivamente (Figura 3).

El mecanismo de accion por el cual ciertas especies
vegetales disminuyen la glucosa sanguinea, puede
ser atribuido a los siguientes factores: aumento de
la liberacién de insulina a través de la estimulacion
de las células PB-pancreéticas, resistencia a las
hormonas que aumentan el nivel de glucosa,
aumento de la sensibilidad de los receptores de
insulina, disminucién de gluconeogénesis, aumento
del consumo de glucosa en tejidos y Organos,



eliminacién de radicales libres, resistencia a la
peroxidacién de los lipidos, correccion del
desorden metabélico causado en lipidos y
proteinas.?

Estudios similares efectuados por Salazar® en el
trabajo de investigacién “Contribucién al Estudio
Quimico y Farmacolégico de la Gentianella
umbellata (G. Don) Fabris“, encontr6 que el
extracto de diclorometanico produce la mdxima
reduccién de la glicemia a las 5 horas de la
administracién en un 24,2 % y alin mantiene su
actividad a las 24 horas en un porcentaje menor
(19,3 %). El extracto metandlico produce su
maxima actividad a las 5 horas reduciendo la
glicemia en 38,3 %, esta actividad a las 24 horas se
reduce en 20,6 %.22 Otros estudios con Gentianella
thyrsoidea reportaron una reduccion de 25,4 % a
las 5 horas y 21,8 % a las 24 horas con ¢l extracto
diclorometanico y de 51,4 % a 39,9 % con el
extracto metandlico respectivamente; por lo que la
Gentianella thyrsoidea tendria un mejor perfil
hipoglicemiante; aunque los resultados no son
concluyentes.*> Pues esta relativa actividad
hipoglicémica se justificaria por cuanto el extracto
hidroalcohélico de Gentianella thyrsoidea (Hook)
Fabris “apallanchaca“ contiene flavonoides y
xantonas de efecto hipoglucemiante.

El andlisis de varianza, es una prucba estadistica
para analizar si mis de dos grupos son diferentes
significativamente entre si en cuanto a sus medias y
varianzas. El nivel de significancia es una
probabilidad de equivocarse que fija de manera
prioritaria el investigador. El nivel de significancia
de 0,05; el cual implica que el investigador tiene 95
% de seguridad para generalizar sin equivocarse y
solo 5 % en contra. En términos de probabilidad,
0,95 y 0,05, respectivamente ambos suman la
unidad.?

En base a lo anterior se determiné la diferencia que
existe entre los grupos de tratamiento obteniéndose
una diferencia significativa (p<0,05).

En el Figura 3 se confirma que el extracto
hidroalcohélico de la planta Gentianella thyrsoidea
(Hook) Fabris “apallanchaca“ en el modelo
experimental la mayor disminucién de la glicemia
fue a menor concentracién del extracto.

Se demostré que el extracto hidrohacoholico de la
planta Gentianella thyrsoidea (Hook) Fabris
“apallanchaca“ en “ratas” albinas Holtzman posee
actividad hipoglucemiante en las condiciones
experimentales y podria ser considerada como un
producto natural de utilidad como coadyuvante en
los tratamientos de pacientes que presentan
intolerancia a la glucosa y diabetes mellitus.
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