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RESUMEN

La diabetes es una enfermedad crénica no infecciosa de gran importancia, debido a su
impacto economico y social y por la gravedad y diversidad de sus complicaciones
cronicas. El objetivo de este estudio fue de evaluar el efecto hipoglicemiante de los
compuestos fendlicos aislados de las hojas de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers “hoja del
aire” en ratas albinas con hiperglicemia inducida, llevado a cabo en los laboratorios de
Farmacia de la Facultad de Ciencias de la Salud. La muestra fue obtenida en el distrito
de Kimbiri, provincia de La Convencion, departamento de Cusco. Se empled el método
de induccién a hiperglicemia con aloxano, para lo cual se emplearon 35 ratas albinas,
distribuidas en siete grupos (control, blanco, glibenclamida, insulina y los compuestos
fendlicos presentes en la fraccién de acetato de etilo 50, 100 y 200 mg/kg). El contenido
de fenoles totales para el extracto hidroalcohdlico fue de 62,91 mg EAG/g mientras que
la fraccién de acetato de etilo obtuvo 277,13 mg EAG/g. Las dosis de 100 y 200 mg/kg
tuvieron el mejor porcentaje de eficacia hipoglicemiante, asi como, el AUC con un valor
de 66,98 %; 978 mg/dL x h + 2.12 y 72 %; 945,4 mg/dL x h = 2,63 respectivamente,
estos resultados fueron estadisticamente similares mediante la prueba de Dunnett a los
obtenidos con la glibenclamida con una eficacia hipoglicemiante de 71,03 % y un AUC
de 9554 mg/dL x h £ 1,92. En conclusién, los compuestos fendlicos aislados
demostraron actividad hipoglicemiante.

Palabras clave: Kalanchoe pinnata (Lam.)Pers, compuestos fendlicos, hipoglicemiante.
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l. INTRODUCCION

Las enfermedades crénicas no transmisibles representan un grave problema de salud a
nivel mundial, dentro de ellas se encuentra la diabetes mellitus una de las patologias de
mayor gravedad en la sociedad, perjudicando a miles de individuos cada afio,
impactando significativamente en su salud y bienestar. Segun informacion de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la cantidad de adultos con diabetes ha
aumentado un 100 % desde 1980, superando los 400 millones de personas, y es ahora
una de las diez principales razones de mortalidad.}? Se considera una enfermedad
heterogénea de diversas causas caracterizada por hiperglicemia crénica resultante de
alteraciones en el metabolismo de los carbohidratos, grasas y proteinas debido a un
deterioro de la secrecion, la accion o ambas de la insulina.® Es un problema importante
de salud publica a nivel mundial debido a que es una de las afecciones mas frecuentes
y por la gravedad y variedad de sus complicaciones crénicas. Las personas pueden
sufrir complicaciones graves, como pérdida de vision y fallo renal, pero son las
complicaciones en los pies, como las Ulceras neuropaticas, las que generan los mayores
costos humanos y econdémicos, requiriendo tratamiento constante de por vida y un
control adecuado de los niveles metabélicos.*

El namero de personas con esta enfermedad en nuestro pais estd aumentando
velozmente, siendo la principal causa de este rapido incremento el notable cambio en
los habitos de vida de la sociedad peruana, caracterizado por el consumo excesivo de
"comida chatarra" y otros alimentos ricos en calorias y bebidas azucaradas, asi como,
una disminucién de la actividad fisica, lo que conduce a sobrepeso y alta obesidad.® La
incidencia de esta enfermedad continlla aumentando en el Pert, afectando al 5-8 % de
la poblacién, de la cual solo el 39-56 % esta adecuadamente controlado.®

La alta incidencia y las complicaciones a largo plazo de la diabetes, junto con los efectos
secundarios de los farmacos antidiabéticos, han llevado a una intensa investigacion
sobre nuevos farmacos hipoglicemiantes orales a partir de plantas utilizadas en la

medicina tradicional para el tratamiento de esta patologia.’



Los informes indican que las plantas son fuentes ricas en metabolitos secundarios con
interesantes actividades biolégicas, como los polifenoles, flavonoides, antocianinas,
alcaloides, glucésidos y otros compuestos que pueden utilizarse como nuevos agentes
hipoglicemiantes.?°1°
El estudio se llevé a cabo empleando el método de hiperglicemia provocada por aloxano
en ratas, como lo describieron Kameswara et al.'!, procedimiento explicado previamente
por Arroyo y Cisneros.'? La metodologia utiliza el aloxano como un farmaco que
destruye selectivamente las células beta pancreaticas, lo que hace que circulen grandes
cantidades de insulina debido a la ruptura de los granulos y la membrana celular, lo que
provoca una hipoglicemia grave, y comienza la necrosis de dichas células, el cambio es
irreversible, la hiperglicemia diabética persistente ocurre después de 24 a 48 horas
debido a la desgranulacion completa y la perdida de la integridad de la membrana de
las células beta.*®
La alta prevalencia de este padecimiento en nuestra comunidad nos impulsa a buscar
opciones naturales y eficientes para combatir la diabetes y los estudios previos junto
con otras investigaciones sobre su composicion motivaron mi interés a elaborar esta
investigacion, este estudio se centra en evaluar la actividad hipoglicemiante de los
compuestos fendlicos extraidos de las hojas de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja
del aire”; en ratas albinas con hiperglicemia inducida por aloxano, para asi lograr saber
si esta puede disminuir los niveles de glucosa en sangre y constituir una opcion
terapéutica para el control de esta enfermedad. Por lo cual, la presente investigacion
tuvo los siguientes obijetivos.

Objetivo General

Evaluar el efecto hipoglicemiante de los compuestos fendlicos aislados de las hojas de

Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja del aire” en ratas albinas con hiperglicemia

inducida.

Objetivos especificos

e Determinar cualitativa y cuantitativamente los compuestos fendlicos presentes en la
fraccion de acetato de etilo aislados del extracto hidroalcohdlico de las hojas de
Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja del aire”.

o Determinar el porcentaje de eficacia hipoglicemiante de los compuestos fendlicos
presente en la fraccion de acetato de etilo aislados del extracto hidroalcohélico de las
hojas de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja del aire” en ratas albinas con
hiperglicemia inducida.

e Comparar el efecto hipoglicemiante de los compuestos fendlicos presentes en la
fraccion de acetato de etilo aislados del extracto hidroalcohdlico de las hojas de

Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja del aire” con la glibenclamida e insulina.
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1. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes

Gazwi et al.'*, desarrollaron un trabajo de investigacion sobre los efectos hipoglicémicos
e hipolipidémicos del jugo de fresa Fragaria Vesca L. rico en polifenoles en ratas
diabéticas. En este estudio, se provoco diabetes en ratas mediante una Unica inyeccion
intraperitoneal de 50 mg/kg de estreptozotocina. Cincuenta ratas se dividieron en cinco
grupos: control normal, jugo de fresa solo, control diabético, y dos grupos diabéticos
tratados con jugo de fresa 0 metformina. A las ratas se les administré una dosis Unica
de jugo de fresa y metformina oral. Los resultados de este estudio indican la presencia
de varios compuestos fendlicos. El contenido fendlico total y el contenido total de
flavonoides de los jugos de fresa se evaluaron y se encontré que eran 28,8+ 1,29 mg
EAG/g y 22,03 £ 1,74 mg EAG/g respectivamente. El tratamiento de ratas diabéticas
con jugo de fresa resultdé en una disminucion significativa del azicar en sangre y un
aumento significativo en la concentracion de insulina, mientras que los perfiles de lipidos
se redujeron en las ratas diabéticas tratadas con jugo de fresa. Llegaron a la conclusion
de que el jugo de fresa puede reducir el azGcar en sangre y prevenir la diabetes.

Isaza et al.'®, en este estudio compararon los efectos hipoglucemiantes y antilipémicos
de los extractos que contienen polifenoles de la pulpa y semillas de Passiflora ligularis
Juss “granadilla” y las hojas de Camellia sinensis L. “té verde” cuando se administraron
a un grupo de ratas. La induccién a hiperglicemia se realizé mediante la administracion
de una dieta rica en sacarosa al 30 %. Recibieron tres dosis adicionales de ambas
fuentes de polifenoles en su agua potable; un grupo adicional sin suplementos de
polifenaoles sirvié como grupo de control. Los tratamientos se distribuyeron considerando
una unidad experimental, con un modelo factorial 2 x 3 + 1 compuesto por dos fuentes
de extracto de polifenoles, tres dosis de extracto (2,0; 2,5y 3,0 g/L) y un grupo control.
Los resultados de este estudio muestran que la Passiflora ligularis Juss tenia cinco
veces menos contenido de polifenoles que Camellia sinensis L. 24,43 £+ 0,39y 115,42 +
8,28 mg EAG/g, respectivamente. Las ratas alimentadas con dosis de 2,5y 3,0 g/L de

Passiflora ligularis Juss mostraron una reduccion de la glucemia del 16 %, lo que sugiere



una actividad antiglucémica similar a la de Camellia sinensis L. Los polifenoles extraidos
de la granadilla colombiana muestran potencial para reducir los factores de riesgo del
sindrome metabdlico en un modelo murino.

Laaboudi et al. ®, tuvieron como objetivo determinar los efectos del extracto acuoso de
las hojas y frutos de la Olea europea L. “olivo” con alto contenido de polifenoles sobre
el nivel de glucosa en sangre. Se indujo la diabetes en ratas, mediante inyeccion
intraperitoneal de estreptozotocina 55 mg/kg. En el experimento se utilizaron ratas cuyo
nivel de azicar en ayunas superaba los 2 g/L. El extracto de oliva se administré durante
28 dias y se midieron los niveles de glucosa en sangre cada 4 dias. Los resultados
mostraron, que la administracién oral del extracto ayudé a reducir los niveles de azucar
en sangre en ratas diabéticas, con niveles de azlcar en sangre significativamente mas
bajos en la cuarta semana en comparacién con las ratas diabéticas de control. Ademas,
la suplementacién con el extracto disminuy6 significativamente (p<0,05) los valores de
colesterol total, triglicéridos, creatinina, urea, proteina total, acido Urico, aspartato
aminotransferasa y alanina aminotransferasa resultantes del dafio causado por el
tratamiento con estreptozotocina. Este estudio revel6 que el extracto acuoso rico en
polifenoles posee efectos hipoglicemiantes.

Nacional

Suarez et al.’’, evaluaron la eficiencia de los extractos hexanico, etanélico y metanélico
de la corteza de Tabebuia serratifolia Vahl. “tahuari” en Rattus norvegicus “rata albina”
como hipoglucemiante en ratas hiperglicémicas. El ensayo se realizd6 en 35 ratas
distribuidas en 7 conjuntos: el de control con insulina al 5 %, y de las muestras
metanolico, hexanico y etandlico a una concentracion de 250 mg/kg y 500 mg/kg,
empleando el aloxano 5 % como inductor de los niveles elevados de glicemia. La
muestra etandlica de la corteza de tawari a una concentracion 250 y 500 mg/kg
presentaron el mejor efecto reductor de la glicemia 357,4 mg/dL y 207,2 mg/dL
respectivamente. Concluyeron que el extracto etandlico a la dosis de 500 mg/kg resulta
ser el mas efectivo para reducir la glicemia en ratas albinas que los extractos hexanico
y metandlico.

Aranda et al.*®, desarrollaron un estudio con el objetivo de evaluar la actividad
hipoglicemiante del extracto acuoso de la corteza de Tabebuia obscura Bureau &
Schumann “tahuari oscuro”. Para el estudio utilizaron 24 ratas previa inducciéon de
diabetes mediante la aplicacién del aloxano, que se dividieron de la siguiente forma: el
grupo control, el segundo grupo glibenclamida 10 mg/kg, el tercer y cuarto grupo con los
extractos a una concentracion de 100 y 200 mg/kg respectivamente. Posteriormente, se
determinaron los niveles de glucosa en los siguientes tiempos 1, 3, 6, 12 y 24 horas

después de la aplicacion de los tratamientos. El tratamiento con el extracto a una
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concentracion de 100 mg/kg posee una actividad semejante al grupo de la glibenclamida
(p=0,456) al conseguir reducir los niveles de glucosa en sangre. Concluyendo que el
extracto acuoso a la concentracion de 100 mg/kg posee actividad en la reduccion de los
niveles de glucosa en sangre semejantes al medicamento de la glibenclamida 10 mg/kg.
Herrera et al.’®, realizaron un estudio en la especie de Geranium ruizii Hieron
“pasuchaca” con el objetivo de evaluar la actividad hipoglicemiante del extracto etanélico
de toda la planta (raiz, tallo, hojas y flores). Se desarroll6 en 36 ratas divididas en seis
grupos. Para induccion de la diabetes utilizaron el aloxano a una dosis de 100 mg/kg en
una sola aplicacion. Utilizaron diferentes dosis del extracto (50, 150 y 300 mg/kg) y lo
compararon con los grupos de control, glibenclamida e insulina. La dosis de 150 mg/kg
del extracto redujo significativamente los niveles de glucosa en sangre en un 65,58 % a
las dos horas después de la administracion. Los resultados indican que el extracto
etandlico posee una actividad para reducir los niveles de glucosa en sangre.

Vargas et al.?, llevaron a cabo una investigacién con el objetivo de examinar las
similitudes de la actividad hipoglicemiante de los extractos acuosos de Moringa oleifera
Lam. “moringa” Smallanthus sonchifolius Poepp & Endl. “yacén”, y utilizando como
control a la metformina. La induccion de la hiperglicemia se realiza mediante la
aplicacion del aloxano a una dosis de 130 mg/kg. Se utilizaron 24 ratas agrupadas en
cuatro grupos blanco, metformina, extracto de moringa 200 mg/kg y extracto de yacoén
140 mg/kg, administrados por 15 dias. Se evidencid una reduccion de los niveles de
glucosa en los grupos tratados con Moringa oleifera 313 mg/dL, Smallanthus
sonchifolius 281,5 mg/dL y metformina 415 mg/dL. Las muestras de los distintos
extractos, asi como la metformina, tuvieron un efecto similar en la reducciéon de la
glucosa en sangre.

Coral et al.#, en el presente estudio, evaluaron la actividad inhibitoria in vitro de los
extractos acosos de los frutos de Hylocereus megalanthus Haw. “pitahaya amarilla” y
Passiflora tripartita Var. “tumbo serrano” sobre las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa.
Los frutos fueron despulpados, liofilizados y luego se prepararon los respectivos
extractos acuosos. Posteriormente, se analiz6 la cantidad total de compuestos fendlicos
(TPC) en los extractos acuosos utilizando el método de Folin-Ciocalteu. La actividad
inhibitoria se evalu6 mediante el valor de IC50, y el modo de inhibicién se analizo
utilizando diferentes concentraciones del extracto de tumbo serrano, especificamente
0,25-2 mg/mL para la a-amilasa y 0,02-0,28 mg/mL para la a-glucosidasa. Respecto a
la fruta de la pitahaya para inhibir a las enzimas a-amilasa y a-glucosidasa, se utilizaron
concentraciones de 4-64 mg/ml y 0,8-25,6 mg/mL respectivamente. El contenido total
de compuestos fendlicos fue 614,67 mg EAG/100 g para el tumbo serrano y 16,17 mg

EAG/100 g para la pitahaya, respectivamente. La muestra de tumbo serrano redujo
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significativamente la actividad de la a-amilasa y el a-glucosidasa, con valores de IC50
de 1719,18 y 77,68 pg/mL respectivamente; mientras que el extracto de pitahaya
amatrilla solo redujo a la a-glucosidasa, con un valor de 8692,4 pg/mL. Concluyeron que
el extracto acuoso de las distintas especies podria contribuir al tratamiento de la
diabetes mellitus tipo .

Regional

Rivas??, en su investigacion sobre el efecto hipoglucemiante del extracto hidroalcohélico
de las hojas de Brassica campestris L. “mostaza”, tuvo como objetivo principal evaluar
el efecto hipoglucemiante del extracto al inducir hiperglucemia con aloxano y glucosa en
ratas. Se empled el método de induccién glucémica con la droga de aloxano a una dosis
de 130 mg/kg y la glucosa al 50 %, utilizando como referencia la glibenclamida a una
concentracion de 5 mg/kg y las muestras de los extractos a 100 mg/kg, 200 mg/kg y 400
mg/kg respectivamente. Se pudo identificar la presencia de flavonoides, catequinas,
aminas y cardenolidos. La concentracién que presento mayor eficacia hipoglicemiante
fue a la dosis de 400 mg/kg con un valor de 66,8 % y un area bajo la curva de 342,40
en comparacion con el medicamento de la glibenclamida, el cual, resulto con valores de
75,4 % de eficacia hipoglicemiante y un area bajo la curva de 311,40. Se determiné que
las hojas de Brassica campestris L. “mostaza” tiene la capacidad de reducir los niveles
de azlcar en sangre.

Rivera?®, realizé un estudio con el objetivo de evaluar el efecto hipoglucemiante de los
compuestos fendlicos aislados de los rizomas de Zingiber officinale Roscoe “jengibre”
en Rattus norvegicus “rata”. La obtencién de los compuestos fendlicos se realiza
empleando el acetato de etilo, después de haber utilizado el éter de petréleo para poder
guitar las grasas y pigmentos presentes en la muestra. La metodologia empleada fue el
de la hiperglucemia inducida por medio del aloxano. Se usaron ratas Holtzman,
distribuidas en 7 grupos (blanco, control, glibenclamida, insulina y las muestras a una
dosis de 100, 200 y 400 mg/kg). Las concentraciones que presentaron mayor efecto
hipoglicemiante fueron a la dosis 200 y 400 mg/kg con un area bajo la curva de 226,6 +
17 y 224,1 + 7 respectivamente, similares al de la glibenclamida con un AUC de 257,4
+ 12. El estudio demostré que los compuestos fendlicos redujeron los niveles de glucosa
en sangre.

Enciso?, en su investigacion, sobre la actividad hipoglucemiante del extracto
hidroalcohélico de los pseudobulbos de Odontoglosum bicolor Lindl. “sacapa” en ratas
con hiperglucemia inducida, evalu6 el efecto de reducir los niveles de glucosa en sangre
mediante el incremento artificial de dichos niveles utilizando al aloxano, tal como lo
estableci6 Kameswara Rao. Los grupos de ratas se clasificaron de la siguiente manera:

control, blanco, glibenclamida, y las muestras 200, 400 y 800 mg/kg. Los valores de
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glucosa en sangre de los animales se midieron a las 0, 2, 4, 6, 8 y 24 horas. Se calcul6
el AUC de los diferentes tratamientos para evaluar la actividad hipoglucemiante. El
resultado muestra que el extracto a una dosis de 400 mg/kg tiene un AUC de 388,2 +
16 % y una eficacia hipoglicemiante de 48,9 % semejante a la glibenclamida, que tiene
un AUC de 330,1 + 13 % y una eficacia hipoglicemiante del 53,2 %. Ambos presentan
un efecto hipoglicemiante estadisticamente semejante (p<0,05). EI extracto
hidroalcohélico posee la capacidad de reducir los niveles de glucosa en la sangre.
Quispe?®, en su estudio sobre el efecto hipoglicemiante del extracto hidroalcohdlico de
los tallos de Baccharis genistelloides (Lam) “quimsa cucho”, tuvo como objetivo detectar
la presencia de flavonoides y fenoles e identificar la concentracion con mayor actividad
en la reduccién de los niveles de glucosa. Este estudio siguio un disefio experimental
completamente aleatorizado. Se utilizaron 48 ratas, agrupadas en seis grupos. Para el
efecto hipoglicemiante usaron concentraciones de 50, 150 y 300 mg/kg utilizando la
glibenclamida como referencia. Los datos obtenidos mostraron que el extracto contiene
fenoles y flavonoides en su composicion y que la concentracién a 300 mg/kg presenta
el mejor porcentaje de eficacia hipoglicemiante con un valor de 45,37 % inferior al de la
glibenclamida con un valor de 55,84 %. El estudio mostré que el extracto hidroalcohdlico
disminuyd los niveles de glucosa en sangre, menor que la glibenclamida.

Talavera®®, en su trabajo de investigacion, tuvo como objetivo la actividad
hipoglicemiante de los flavonoides contenidos en la fraccidén de acetato de etilo aislados
del fruto de Physalis peruviana L. “aguaymanto”. Los flavonoides se extrajeron utilizando
una técnica de extraccion repetida desarrollada por Aguilar. La actividad para reducir los
niveles de glucosa en sangre se determiné mediante el método descrito por Kameswara
Rao y sus colaboradores. Se usaron 30 ratas agrupadas en seis grupos de 5 (blanco,
control, glibenclamida y los extractos de 1; 2,5; 5 mg/kg), se midié desde las 0, 1, 2, 3,
4 y 5 horas después de dar los tratamientos, la dosis de 2,5 mg/kg con una eficacia
hipoglicemiante de 62,82 %, es la mas cercana al tratamiento de la glibenclamida con
un valor de 70,91 %. Concluyeron que los flavonoides contenidos en la fraccion de

acetato de etilo poseen la capacidad de reducir los niveles de glucosa en la sangre.



2.2. Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja del aire”

2.2.1.Clasificacién taxonémica

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Subclase - Rosidae

Orden - Rosales

Familia : Crassulaceae

Género : Kalanchoe

Especie : Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers.

Nombre Vulgar : “hoja del aire”
Fuente: constancia emitida por la Bi6loga Laura Aucasime Medina especialista en taxonomia (Anexo 01).

2.2.2.Sin6bnimos

> Bryophyllum pinnatum (Lam.) Oken

> Bryophyllum calcicola (H. Perrier) VVByalt

> Cotileddn pinnata Lam.

2.2.3.Nombres vernaculares

Siempreviva, hoja del aire, madre de miles, chukri yuyu, etc
2.2.4.Descripcién botanica

Es una suculenta, erguida de 0,3-1,2 m de altura, con tallo carnoso y lampifio. Las hojas
también son carnosas Yy vistosas, con tipos simples o0 compuestos como pinnadas o
trilobuladas. Estas hojas suelen estar opuestas entre si y tienen un nimero variable de
foliolos de aproximadamente 5 a 25 cm de largo y aproximadamente de 2 a 12,5 cm de
didmetro. Son de color verde a amarillo verdoso, lisos y sin pelo, y crecen en tallos
ovalados a elipticos de 2 a 10 cm de largo, con hojas pequefias que a menudo terminan
en puntas romas. Posee una inflorescencia en forma de una panicula terminal con flores
de una tonalidad rojo anaranjado en forma de campana, de unos 7 cm de largo, cada
flor florece en un pedudnculo que tiene un promedio de 10 a 25 mm de largo, con un
sépalo hinchado, variable de color amarillo verdoso a verde palido adherido al tubo. Se
produce principalmente en primavera e invierno, y los frutos son parecidos al papel y de
aspecto membranoso, tiene cuatro carpelos de formas cilindricas, normalmente

situadas en la parte mas antigua de la flor, y contiene muchas semillas de color marrén.?’

2.2.5.Distribucion y habitat

El género Kalanchoe pertenece a la familia Crassulaceae y actualmente engloba 145
especies, es originario de la isla de Madagascar, aunque sus especies se pueden
encontrar en todo el mundo, principalmente en los climas tropicales debido a la facil

propagacion y aclimatacion de las plantas, se ha establecido como una planta
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ornamental en las regiones templadas de Asia, Australia, Nueva Zelanda, México,
Galdpagos, Sudamérica, Melanesia y Hawai. Es considerada una como una especie

invasiva.?®

2.2.6.Compuestos quimicos presentes en la planta de Kalanchoe pinnata (Lam.)

Pers. “hoja del aire”

Contiene  bufadiendlidos®®, flavonoides?®, compuestos fendlicos simples®2°,
triterpenoides y esteroides®3!, acidos grasos, minerales y otros compuestos.30-3132
(Tabla 1).

Tabla 1. Compuestos quimicos presentes en la planta de Kalanchoe pinnata (Lam.)

Pers. “hoja del aire”

Grupo Compuestos quimicos Referencia

Bufadiendlidos Briofilina A, briofilina B, briofilina C, bersaldegenina. 28

Quercetina, quercitrina, ramnopirandsido, miquelianina,

isoquercitrina, glucopirandsido, afzelin, kapinnatosido, a-

Flavonoides ramnoisorobina, 3'4'-dimetoxi quercetina, rutina, 28
kaempferol, astragalina, luteolina, quercetina 3-O-a-L-
arabinopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranésido

Compuestos Acido ferdlico, cafeico, protocatecuico, p-cumarico, siringico,

fendlicos galico, B-rosorciclico, &acido 4-hidroxibenzoico, é&cido p- 28, 29

simples hidroxicinamico, acido 4-hidroxi-3- metoxi-cinamico.
Taraxerol, a-amirina, a-amirinacetato, B-amirina,

Triterpenoides  clionasterol, B-amirinacetato, briofolenona, briofolona, 20. 31

y esteroides friedelina, glutinol, 24-etil-25-hidroxicolesterol, codisterol, '
peposterol, clerosterol.

Acido araquidico, esteérico, palmitico, behénico, &cido
oxalico, citrico, mélico, succinico, oxaloacetato. Es rica en

Acidos grasos, Vitaminas 'y aminoacidos; acido ascodrbico, tiamina,

minerales y piridoxina, cisteina, riboflavina, glicina, acido glutamico,

otros tirosina, fenilalanina. Minerales como sodio, calcio, potasio, 30, 31, 32

compuestos magnesio, hierro, cobre, zinc. Dentro de los azucares se

encuentra lactosa, rafinosa, sacarosa, glucosa, fructosa,
galactosa. Alcaloides, taninos, derivados del fenantreno:

2(9-undecenil)-fenantreno, alcanoles, hentriacontano.




2.2.7.Propiedades y uso medicinales

Se utiliza en medicina de muchas maneras como anticancerigena, anticonvulsiva,
antidiabética, antifangica, antiinflamatoria,  antinociceptiva,  antiulcerogénica,
hepatoprotectora, antibacterial, antianafilactica e inmunoreguladora. Las flores son

toxicas porque contienen glucésidos cardiacos.3! 2

2.3. Compuestos fenolicos

Las plantas sintetizan varios productos secundarios, dentro de los que destaca aquellos
gue en su estructura poseen un grupo fenol. Estos productos se conocen como
compuestos fendlicos, polifenoles o fenilpropanoides, todos ellos derivados del fenol, un
anillo aromatico y un grupo hidroxilo. Desde un punto de vista quimico, constituyen un
grupo muy variado, que abarca desde compuestos sencillos como los acidos fendlicos
hasta polimeros de estructura compleja como los taninos condensados y la lignina. Los
flavonoides son aproximadamente 3000 compuestos fendlicos con estructuras
semejantes, lo que les otorga propiedades funcionales importantes cuando se
consumen. Pudiendo hallarse en todas las plantas superiores y en casi todas las
especies vegetales; es decir, los flavonoides estan presentes en la mayoria de las frutas,
verduras y hierbas. Se cree que los fenilpropanoides son una serie de compuestos
derivados biolégicamente del acido Shikimico a través de la llamada “via del acido
Shikimico o fenilpropanoides” a través de la cual las especies de plantas biosintetizan
mas de 8000 compuestos fendlicos y polifendlicos lo mas relevante es su actividad
antioxidante.®** Tiene la funcion principal de trabajar en el desarrollo, proliferacion de
las plantas y como una defensa natural contra agentes dafiinos como enfermedades y
plagas.®®

2.3.1.Clasificaciéon de los compuestos fendlicos

Se han encontrado mas de 500 tipos distintos de compuestos fendlicos que forman un
vasto grupo de sustancias. Clasificados en diferentes categorias, basandose en la
cantidad de carbono y su estructura, pero dada su complejidad quimica, se han

identificado varias clases, que a continuacién describimos.36:37:38

a. Compuestos fendlicos simples: se distinguen por tener en su estructura un
anillo aromatico y grupos hidroxilo. Dentro de ellos se encuentra:

. Fenilpropanoides: acido ferulico, cinamico, cafeico.
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Figura 1. Estructura del &cido ferulico (acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico).

Cumarinas: esculetina, escopoletina, umbeliferona.

N

N
HO o No

Figura 2. Estructura de la umbeliferona (7-Hidroxi-2H-1-benzopiran-2-ona)

Derivados del acido benzoico: acido galico, elagico.

O§ OH

HO OH
OH

Figura 3. Estructura del acido gélico (acido 3,4,5-trihidroxibenzoico).

Flavonoides: son sustancias quimicas de bajo peso molecular que tienen una
estructura basica similar, formada por dos anillos de benceno (A y B) conectados
a través de un anillo de pirano (c), que es un anillo heterociclico. Teniendo como
subgrupos mas importantes:

Flavonoles: quercetina, kaempferol, miricitina.

Flavonas: apigenina, luteolina.

Catequinas: catequina, epicatequina, epigalocatequina.

Flavononas: hesperitina, naringenina.

Antocianidinas: cianidina, pelargonidina.

Isoflavonoides: genisteina, daidzeina.
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Figura 4. Estructura de la quercetina (2-(3,4-Dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-4H-1-
benzopiran-4-ona).
C. Estilbenos: este grupo de compuestos esta estrechamente vinculado a los
flavonoides, ya que comparten precursores durante su proceso de sintesis y
también presentan algunas caracteristicas similares. Como ejemplo tenemos a la

viniferina y rasveratrol.
OH

HO

OH
Figura 5. Estructura del rasveratrol (3,5,4-trihidroxiestilbeno)

d. Lignina: compuestos principalmente por derivados fenilpropanoides como el

alcohol p-cumarilico, coniferilico y sinapilico. Se encuentra el matairesinol.

H,CO

OH

Figura 6. Estructura del matairesinol

e. Taninos
. Taninos hidrolizables: los compuestos se distinguen por tener una estructura de

glicésidos.
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. Taninos condensados: se refiere a polimeros cuya composicion esta vinculada

a los flavonoides.
OH

HO

OH

OH

OH

Figura 7. Estructura de la Procianidina B2.
f. Otras clases de compuestos fendlicos
. Fenilpropenos
. Lignanos
o Cutina
2.3.2.Funciones de los compuestos fenélicos
En las plantas tienen diversas funciones bioldgicas, como ser sustancias olorosas y
pigmentos que llaman la atencion a los polinizadores, disuasivos alimenticios (algunas
siendo peligrosas o venenosas), ayudan a regular el metabolismo, en el desarrollo de la
planta, defensa contra organismos dafiinos como los hongos, virus, bacterias, parasitos
e insectos. Ademas, varios compuestos fendélicos desempefian actividades especificas,
como inhibir la germinacion, proteger contra la radiacion UV, contra el estrés. Ademas,
tienen beneficios para la salud humana, poseyendo una capacidad alta en el ambito
farmacéutico, ya que contienen compuestos con distintos efectos biol6gicos como
analgésicos, antihipertensivos, vasodilatadores, antioxidantes, anticancerigenos,

antiinflamatorios, antidepresivos, antitromboticos y como antidiabéticos.3°-3840

2.3.3.Aplicaciones
Los compuestos fenélicos son sustancias de gran importancia comercial debido a sus

multiples usos.* Los compuestos fendlicos y sus derivados se utilizan como:

o Conservantes de madera

° En la fabricacién de resinas, plasticos y plastificantes.
o Colorante

° Limpiadores

. Farmacos, fragancias y saborizantes

. Explosivos

. Tintes
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2.3.4.Efecto de los compuestos fendlicos en la diabetes

Las dietas basadas en bebidas y alimentos con alto contenido de azucar y almidén de
facil digestion se consideran factores de riesgo de enfermedades crénicas no
transmisibles como la diabetes tipo 2 y la obesidad. Los fenoles actian a diferentes
niveles, su capacidad puede ser igual o mayor que la de los medicamentos cominmente
utilizados para tratar esta enfermedad, sin los efectos indeseables que suelen
acompaniar a estos farmacos.?

2.3.5.Modificacion del sustrato

El almidon interactda con los compuestos fendlicos formando enlaces de hidrégeno,
produciendo interacciones hidrofébicas e interacciones electrostaticas y i6nicas. La
digestibilidad del almidén se afecta por estas interacciones, haciéndolo resistente a la
actividad de las enzimas alfa-amilasa en el pancreas. Por tanto, ofrece los beneficios de
la fibra dietética; no solo reducen la ingesta caldrica, sino que también aumentan la
sensacion de llenura y regulan el metabolismo de los glucidos y grasas.®* Entre los

compuestos fendélicos con esta actividad se encuentran a los taninos.

2.3.6.Inhibicion enzimatica

La actividad de estas dos enzimas, la alfa-glucosidasa intestinal y el alfa-amilasa
pancreatica, libera azlcares simples, por medio de la hidrolisis de los carbohidratos, los
cuales rompen los enlaces a 1-4 en disacaridos y polisacéaridos, liberando glucosa.
Bebidas y alimentos con alto contenido de taninos (elagitaninos), flavonoides
(flavonoles, flavonas, antocianinas y proantocianidinas) y acidos fenélicos impiden la
accién de estas enzimas digestivas. Estos compuestos consiguen actuar como
inhibidores con tanta eficacia como los medicamentos utilizados para tratar la diabetes

tipo 2 (voglibosa, acarbosa y miglitol).4>34

2.3.7.Afectacion del trasporte

Varias investigaciones de laboratorio han revelado que los compuestos fendlicos
presentes en los alimentos poseen un potencial beneficioso para tratar la diabetes tipo
2, porgue es capaz de regular la accion de los transportadores de los hidratos de
carbono. EI SGLT1 (proteina de transporte sodio-glucosa) transporta la glucosa y puede
ser graduado por diversos compuestos como los acidos clorogénicos, cafeico, fertlico y

tanico, monoglucdsidos, quercetina, naringenina y catequinas.3

2.3.8.Regulacion de las hormonas que controlan la sensacién de saciedad
Los alimentos ricos en polifenoles como los flavonoides pueden regular la liberacion y
produccion de las hormonas que regulan la sensacion de saciedad intestinal. La

hormona colecistoquinina (CCK) se libera cuando hay carbohidratos y grasas
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parcialmente digeridos y esto hace que disminuya la movilidad y el vaciado del
estébmago, lo que produce una sensacion de saciedad.**3* En un estudio realizado por
Al Shukor et al.*4, evidenciaron que el kaempferol, quercetina y apigenina estimulan la

secrecion de la colecistoquinina.
2.4. Plantas medicinales con actividad hipoglicemiante

En las Gltimas décadas, la tendencia para el tratamiento de la diabetes mellitus ha virado
hacia medicinas alternativas que se obtienen de fuentes vegetales. La literatura
existente sugiere que los compuestos fendlicos derivados de plantas poseen

propiedades prometedoras para la salud.* (Tabla 2)

Tabla 2. Plantas medicinales con actividad hipoglicemiante.

Plantas medicinales Compuestos fendlicos Referencia
Coffea arabica L. “café” Acido clorogénico, cafeico. 45
Camellia sinensis L. “té” Acido clorogénico, cafeico, quercetina. 45
Vitis vinifera L. “uva” Acido elagico, resveratrol. 45
Quercus robur L. “roble” Acido gaélico. 45
Foeniculum vulgare Mill. “hinojo” Quercetina. 45
Spinacia oleracea L. “espinaca” Kaempferol. 45
Anethum graveolens L. “eneldo” Kaempferol. 45
Apium graveolens L. “apio” Luteolina. 45
Brassica oleracea var. “brocoli” Kaempferol. 45
Glycine max (L.) Merr. “soja" Genisteina, estilbenos. 45
Chamaemelum nobile (L.) All Crisina. 45
“‘manzanilla”
Linum usitatissimum L. “linaza” Lignanos. 45
Annona muricata L. “guanabana”  Catequina, epicatequina, procianidina B2, 46
resveratrol.
Lex paraguariensis A.St.-Hil. Cumaroilquinicos, acidos cafeoilquinicos. 46
“yerba mate”
Mangifera indica L. “mango” Acido galico, vainilico, ferdlico. 46
Salvia rosmarinus Spenn. Acido rosmarinico, siringico, vainilico, 46
‘romero” luteolina.
Allium sativum L. “ajo” Acido galico, clorogénico, cafeico, p— 46
cumarico, rutina, quercetina.
Rubus ulmifolius Schott. Rutina, cumarina. 46

“zarzamora”
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2.5. Diabetes mellitus

El término diabetes mellitus se refiere a una enfermedad metabdlica de diversas
etiologias caracterizada por cambios en el metabolismo de los carbohidratos, proteinas
y grasas e hiperglucemia crénica debido a la secrecién y accién incorrecta de la
insulina.*” Los origenes y causas de la diabetes mellitus pueden variar, pero
inevitablemente conducen a cambios en la secrecion de insulina, cambios en la
sensibilidad hormonal o ambos en algin momento de su historia natural. Debido a la
gran cantidad de personas con diabetes, sus efectos peculiares y la existencia de otras
enfermedades relacionadas, esta condicion se ha convertido en uno de los problemas
de salud publica mas importantes en el presente.*

2.5.1.Clasificacion de la diabetes mellitus

La diabetes suele clasificarse a base en la etiologia y la fisiopatologia, pero también
incluye la capacidad de describir aspectos de la historia natural del paciente.

La clasificaciéon de la diabetes mellitus contempla cuatro grupos:

. Diabetes tipo 1

. Diabetes tipo 2

° Diabetes gestacional

° Otros tipos especificos de diabetes

Aunque las personas con diabetes tipo 2 comienzan a necesitar insulina en algun
momento de sus vidas, algunas personas con diabetes tipo 1 progresan rapidamente o
entran en remisién durante un largo tiempo y no necesitan insulina. Por este motivo, se
suprimieron los términos no insulino e insulino dependientes para hacer referencia a

esos dos tipos de diabetes mellitus.

a) Diabetestipo 1l

Es la enfermedad crénica no infecciosa mas comun en nifios y adolescentes, se origina
cuando el sistema inmunitario del cuerpo destruye las células beta de los islotes de
Langerhans presentes en el pancreas encargadas de producir insulina. Como efecto, el
pancreas ya no puede producir la insulina necesaria. Personas con este tipo de diabetes
necesitan insulina diariamente para mantener los niveles de glucosa en sangre bajo

control, convirtiéndolo en una de las afecciones crénicas mas frecuentes en la nifiez.*°

b) Diabetes tipo 2

Se trata de una condicién médica caracterizada por la resistencia al efecto de la insulina
y la disminucion de su produccion y liberacion. Estos procesos tienen diversos origenes
genéticos y ambientales como la obesidad abdominal, falta de actividad fisica, etc.
Ademas de cambios hormonales como la reduccion de hormonas incretinas y el

aumento de la liberacion de glucagén, etc.*® Esta afeccion hace que la glucosa no se
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transporte suficientemente a las células, lo que provoca una acumulacién de glucosa en
la sangre (hiperglicemia). El 95 % de los casos a nivel mundial estdn asociados al
sobrepeso (obesidad) y la inactividad fisica, lo que esté directamente relacionado con el
sedentarismo. La edad de incidencia es posterior a los 45 afios, pero con el aumento de
casos de obesidad infantil, los casos de diabetes tipo 2 se estan presentando a edades
mas tempranas, por lo que ahora afecta a personas en edad productiva.®!

c) Diabetes gestacional

Es una condicién hiperglicémica que se detecta por primera vez durante el embarazo;
esto refleja una mala adaptacion materna a la resistencia a la insulina. Las mujeres con
esta condicion y sus bebes poseen mas probabilidades de padecer esta enfermedad en
el futuro. Ademas, las mujeres que han tenido diabetes gestacional pueden estar

condicionadas a desarrollar diabetes incluso después de que termine el embarazo.>!

d) Otros tipos especificos de diabetes

Problemas genéticos en la accion de la insulina y las células beta pancreaticos,
trastornos exocrinos pancreaticos, trastornos del sistema endocrino (acromegalia,
sindrome de Cushing), trastornos cromosomicos (sindrome de Down, sindrome de
Turner) o relaciones con el consumo de drogas (glucocorticoides), pentamidina,

diazoxidimididina, etc.>?

2.5.2.Diagndstico de la diabetes

Actualmente, se utilizan tres parametros en el diagnéstico de diabetes: concentracion
de glucosa plasmatica, tolerancia oral a la glucosa (OGTT) y concentracién de
hemoglobina glicosilada (Alc). Estos criterios se basan en estudios que han demostrado
gue los niveles de glucosa en sangre por encima de ese nivel aumentan la incidencia

de retinopatia.®®

2.6. Farmacos hipoglicemiantes
Los medicamentos orales para la diabetes son un conjunto de farmacos que disminuyen

los niveles de glucosa en sangre mediante diversos mecanismos.

2.6.1.Clasificacion de los farmacos hipoglicemiantes

a. Biguanidas

Las biguanidas son medicamentos que ayudan a que el cuerpo responda mejor a la
insulina, lo cual disminuye el nivel alto de glucosa en la sangre sin aumentar la
produccion de insulina. Sin embargo, estos medicamentos pueden causar aumento de

peso e hipoglicemia.®
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Mecanismo de accion

Reduce la produccion de glucosa en el higado al inhibir la glucogendlisis y la
gluconeogénesis, aumentando la absorcién de glucosa a nivel muscular y reduciendo la
absorcion de glucosa en el tracto gastrointestinal y mejorando la sensibilidad a la
insulina en los tejidos periféricos.%®

Farmacos:

° Metformina

. Fenformina

b.  Sulfonilureas

Farmacos que estimulan la produccién de insulina, bloquean los canales de potasio
dependientes de ATP y favorecen la liberacion prolongada de insulina. Tipicamente,
se prescriben en conjunto con biguanidas como la metformina, lo cual aumenta su

eficacia terapéutica.>

Mecanismo de accion

Estimulan la secrecion de insulina independientemente de la glucosa uniéndose a
receptores especificos en las membranas plasméaticas de las células B pancreaticas,
provocando el cierre de los canales de potasio sensibles al trifosfato de adenosina
(KATP), provocando asi la despolarizacion celular, con apertura de canales de calcio y

aumento del calcio intracelular y exocitosis de granulos que contienen insulina.>®

Farmacos:

° Clorpropamida
o Glibenclamida
o Gliclazida

° Glimeripirida

° Glipizida

Cl

Figura 8. Estructura de la glibenclamida.
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C. Meglitinidas

Son medicamentos que promueven la produccion de insulina y abordan uno de los
problemas clave de la diabetes tipo 2, que es la disminucién gradual de la secrecion

temprana de insulina.®®

Mecanismo de accion
Tiene un mecanismo de accion similar al de las sulfonilureas y actda estimulando la
secrecion de la insulina al inhibir los canales de potasio dependientes de ATP que se

encuentran en las células B pancreaticas.®’

Farmacos:
. Repaglinida

o Nateglinida

d. Tiazolidinedionas
En los ultimos diez afios, se ha comprobado que activar de manera farmacoldgica los
receptores activados por proliferadores peroximales (PPARS) tiene efectos positivos en

la diabetes tipo 2. Son medicamentos que activan los PPARs.%®

Mecanismo de accion

En los adipocitos se activan los receptores, aumentando la absorcién de glucosa y
reduciendo la gluconeogénesis.*! Aumenta la sensibilidad de las células grasas a la
insulina, posiblemente debido a una accién directa sobre los genes que producen

algunos de los componentes del sistema de sefializacion de esta hormona.*®

Farmacos:
° Rospiglitazona

° Pioglitazona

e. Inhibidores de las alfa-glucosidasas

Inhiben la digestion de los carbohidratos y, por tanto, retrasan la absorcion de los
carbohidratos de la dieta, por lo que no afectan directamente los aspectos
fisiopatoldgicos de la diabetes, pero retrasan y reducen el aumento del azlicar en sangre

después de una comida.®®

Mecanismo de accion

La accién de estos medicamentos es de bloquear la degradacion de los disacéaridos a
monosacéaridos en los enterocitos intestinales, al impedir la acciéon de las a-
glucosidasas. Esto retrasa la absorcion de la glucosa, lo que conlleva una reduccion en

la produccién de la insulina después de las comidas.>
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Farmacos:
. Acarbosa

. Miglitol

2.6.2.Insulina

Es una hormona polipeptidica esencial para la regulacion del metabolismo de los
carbohidratos en el cuerpo humano. Estd compuesta por dos cadenas de aminoacidos,
la cadena alfa que contiene 21 aminoacidos y la cadena beta que contiene 30
aminoacidos. Estas dos cadenas estan unidas entre si por dos enlaces disulfuro, que
son enlaces covalentes formados por atomos de azufre. Ademas, la cadena alfa también
presenta un tercer enlace disulfuro en su interior.®

La insulina es sintetizada y almacenada en las células beta del pancreas y es liberada
al torrente sanguineo en respuesta a la presencia de glucosa en la sangre. Una vez en
el organismo, la insulina permite que las células absorban y utilicen la glucosa como
fuente energia, regulando asi los niveles de glucosa en sangre. La deficiencia o
alteracién en la produccion de insulina puede desarrollar enfermedades como la
diabetes. La insulina es crucial para tratar la diabetes tipo 1 y la mejor opciéon cuando
los medicamentos orales no logran los objetivos en la diabetes tipo 2. Sin embargo, el
alto costo de la insulina, especialmente con otros medicamentos para enfermedades no
contagiosas, sigue siendo una gran barrera que dificulta el acceso a este medicamento
esencial.®5°

Mecanismo de accion

La insulina ejerce todos sus efectos fisioldgicos conocidos al unirse a su receptor especifico,
el receptor de insulina (INSR), que se encuentra en la membrana plasmética de las células
dianas. El INSR es una proteina receptora que pertenece a la familia de las tirosinas
guinasas. Esta formado por una estructura heterotetramérica, compuesta por dos
subunidades a extracelulares que se unen a la insulina, y dos subunidades 8 que abarcan
la membrana celular, cada una de las cuales contiene un dominio de tirosina quinasa en su
porcién intracelular. ElI INSR tiene dos sitios de unién para la insulina, pero exhibe un
fendbmeno conocido como cooperatividad negativa. Esto significa que la unién de la insulina
en uno de los sitios de unién disminuye la afinidad de uniéon de la insulina en el otro sitio,
haciendo gue la unién de la segunda molécula de insulina sea menos probable. De esta
manera, se evita la union de mas de una molécula de insulina por receptor, lo cual podria
generar una sefalizacion exacerbada. Asi, la evidencia disponible indica que, a
concentraciones fisiolégicas normales, generalmente una sola molécula de insulina se une
y activa un unico receptor de insulina. Una vez que la insulina se ha unido al INSR, se

desencadenan una serie de eventos de sefializacion intracelular mediados por sustratos del
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receptor de insulina (IRS). Se han identificado cuatro proteinas IRS, siendo las mas
estudiadas el IRS-1 y el IRS-2, que se expresan de manera ubicua en los diferentes tejidos
del organismo. EI IRS-1 es una proteina que contiene multiples regiones de union a tirosinas
fosforiladas (regiones PTB, de PhosphoTyrosine Binding), lo que le permite interactuar con
el receptor de insulina y ser fosforilado por este en sus residuos de tirosina (posiciones 8 y
9). La unién de la insulina al INSR y la posterior fosforilacion de los sustratos IRS
desencadena una compleja cascada de sefalizacion intracelular que conduce a la
activacion de diversas vias metabdlicas y de crecimiento celular, lo que finalmente se
traduce en los efectos fisiol6gicos de la insulina, como la regulacién de la homeostasis de
la glucosa, el metabolismo de lipidos y proteinas, y la proliferacién y supervivencia celular.
La interaccion y coordinacion entre estas dos vias de sefalizacion, fosfatidilinositol-3
quinasa (PI3K) y Proteina adaptadora de transduccién de sefiales (Grb-2), es crucial para
gue la insulina pueda ejercer sus multiples efectos bioldgicos a nivel celular, como la

regulacién del metabolismo, el crecimiento y la homeostasis.®*5!
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Figura 9. Mecanismo de accion de la insulina.®®

2.7. Fundamento del método de Folin-Ciocalteu

Es una técnica ampliamente utilizada para cuantificar el contenido total de compuestos
fendlicos en diversos productos de origen vegetal. Este método se fundamenta en la
reaccion que ocurre entre los compuestos fendlicos presentes en la muestra y el reactivo
de Folin-Ciocalteu, en un medio con pH basico. Esta reaccion da lugar a la formacion
de un complejo de tonalidad azul, cuya intensidad puede ser medida
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 765 nm, utilizando una recta de

calibracion preparada con 4cido gélico como compuesto de referencia. El reactivo posee

21



una combinacion de sales de tungstato y molibdatos sédicos disueltas en &cido
fosférico. Cuando este reactivo entra en contacto con los compuestos fendlicos de la
muestra, ocurre una reaccion. Los compuestos fendlicos presentes en la muestra
reducen el &cido fosfomolibdotingstico que posee una coloracion amarilla, que es la
forma oxidada del reactivo, dando lugar a un complejo de color azul intenso. La
absorbancia de este complejo es proporcional a la cantidad de compuestos fendlicos
presentes en la muestra, por lo que puede utilizarse para cuantificar el contenido total

de polifenoles.®263
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Figura 10. Fundamento de la reaccion del método de Folin-Ciocalteu.5?

2.8. Fundamento del método de la hiperglicemia

La aniquilacion autoinmune de las células del pancreas, propia de la diabetes tipo 1,
puede ser conseguida a través de una amplia gama de modelos de animales y mediante
diversos enfoques. Esto incluye desde modelos provocados farmacol6gicamente, donde
se utilizan agentes quimicos para desencadenar el proceso autoinmune, hasta modelos
espontaneos, en los que la enfermedad surge de manera natural en ciertas cepas de
animales. Ademas, existen modelos genéticamente modificados, en los que se han
introducido alteraciones especificas en el genoma de los animales para reproducir el

mecanismo subyacente a la diabetes tipo 1.%*

2.8.1.Método de induccién por aloxano

En este modelo experimental de diabetes, se observa un alto porcentaje de aniquilacion
de las células beta pancreatica, las cuales son las responsables de la produccién de
insulina. Como consecuencia, hay una marcada disminucién en la secrecion de esta
hormona, lo que provoca la aparicion hiperglicemia, es decir, niveles elevados de
glucosa en sangre. Generalmente, se utilizan dos compuestos quimicos especificos

para inducir estos efectos, como el aloxano y la estreptozotocina. Ambas sustancias
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tienen una estructura similar a la de la glucosa, por lo que pueden competir con ella y
ser captadas por las células beta. Sin embargo, a diferencia de la glucosa, el aloxano
ejerce un efecto tdxico selectivo sobre estas células, provocando su destruccion. Estos
diferentes enfoques permiten a los investigadores estudiar en detalle los complejos
mecanismos implicados en la destruccién de las células beta, asi como explorar nuevas
estrategias terapéuticas y preventivas para esta enfermedad. Cada modelo animal
aporta perspectivas Unicas y complementarias, lo que contribuye a una mejor
comprension de la patogénesis de la diabetes y facilita el desarrollo de nuevos
tratamientos mas efectivos. Es importante destacar que, si bien estos modelos animales
ofrecen una valiosa herramienta para la investigacion, es necesario tener en cuenta las
limitaciones inherentes a cada uno de ellos y extraer conclusiones con la debida cautela,
ya que la diabetes en humanos puede presentar particularidades que no siempre se

reflejan fielmente en los animales.%%

2.8.2.Aloxano

Es uno de los agentes mas comunmente utilizados para evaluar el potencial
antidiabético de compuestos puros y extractos de plantas en estudio relacionado con la
diabetes. Este compuesto ha demostrado ser eficaz en la induccién de diabetes en
diferente especie de animales, como ratas, ratones, cobayas y conejos. La
administracion del aloxano se ha realizado mediante diversas vias, siendo la inyeccién
intraperitoneal la mas ampliamente utilizada. Las dosis empleadas en estos estudios
varian considerablemente, oscilando entre 90 y 200 mg/kg de peso corporal, siendo la
dosis de 150 mg/kg la ma&s comunmente reportada. Diversos factores han sido
identificados como determinantes de la dosis adecuada de aloxano. Entre ellos se
destaca la especie animal utilizada, via de administracion y el estado de nutricion de los
individuos. Por ejemplo, se ha observado que la especie mas pequefia, como los
ratones, requieren dosis mas altas en comparacién con especies de mayor tamafio. Si
bien la inyeccién intraperitoneal Unica es la mas utilizada, se ha reportado que la
administracion intravenosa y subcutdnea también puede ser efectiva, aunque con
posibles diferencias en la respuesta. Asimismo, el estado nutricional de los animales, en
particular el nivel de glucosa en sangre, puede influir en la susceptibilidad a la accion
del aloxano.®® En general, la induccién de diabetes por aloxano se puede dividir en
cuatro etapas, la primera etapa caracterizada por una hipoglicemia transitoria debido a
una hipersecrecion de insulina, que tiene una duracién de 30 minutos. La segunda
etapa, que tiene una duracién de 2 a 4 horas, donde los niveles de insulina disminuyen
y los niveles de glucosa en sangre aumentan, esta disminucion se observa como

resultado de la toxicidad del aloxano en las células beta. En la tercera etapa se observa

23



nuevamente una fase hipoglicémica después de 4 a 8 horas después de la inyeccién
del aloxano, la cantidad de insulina en la circulacion sanguinea aumenta bruscamente,
lo que provoca una hipoglucemia grave que dura varias horas vy la aparicion de necrosis
de las células pancreéticas, estos cambios son irreversibles. La etapa final de la
respuesta de la glucosa sanguinea es la fase hiperglicémica diabética permanente, en
la que se produce la completa desgranulacion y pérdida de la integridad de las células
beta en un plazo de 24-48 horas después de la administracién de aloxano.®’
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Figura 11. Estructura del hidrato de aloxano (5,5-Dihidroxipirimidina-2,4,6(1H, 3H, 5H)-
triona).

Mecanismo de accion

El modelo propuesto emplea dos mecanismos patolégicos diferentes que contribuyen al
desarrollo de la diabetes. El primer efecto es la inhibicién selectiva de la secrecién de
insulina estimulada por la glucosa. El segundo efecto patolégico es la formacién inducida
de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las células beta. Una vez dentro de la célula,
el proceso de reduccion del aloxano sucede en existencia de distintos agentes como el
glutation reducido (GSH), la cisteina, el &cido ascorbico y diversas proteinas que
contienen grupos sulfhidrilos (SH"). Reacciona especificamente con dos de estos grupos
sulfhidrilos en sitio de unién de la glucosa de la enzima glucoquinasa, conformando una
unién bisulfidico que inactiva la enzima. Como resultado de esta inactivacién, se
produce el &cido dialarico, el cual es reoxidado de vuelta a aloxano, estableciendo un
ciclo continuo de generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y radicales
superodxidos. Estos radicales producen a su vez la desintegracion del material genético
de la célula pancreatica. Estos compuestos quimicos altamente reactivos pueden
causar dafio oxidativo a los tejidos, promoviendo la necrosis 0 muerte selectiva de las
células beta del pancreas. Este efecto tdéxico del aloxano sobre las células beta
pancreaticas es lo que lo convierte en una herramienta farmacoldgica util para inducir

un modelo experimental de diabetes mellitus en animales de laboratorio.5”:
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Figura 12. Mecanismo de accion del aloxano.®®
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111 MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucion

El presente trabajo de investigacion se llevé a cabo en los laboratorios de la Escuela

Profesional de Farmacia y Bioquimica.

3.2. Definicién de la poblacién y muestra
3.2.1.Poblacion
Hojas de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja del aire” procedente del distrito de

Kimbiri, provincia La Convencion del departamento de Cusco.

3.2.2.Muestra

4 kg de Hojas de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja del aire”.

3.2.3.Muestreo

No probabilistico, por conveniencia, en el cual se seleccionaron las hojas en mejor

estado de presentacion.

3.2.4.Unidad experimental

35 ratas albinas con un peso de aproximadamentel80 a 200 g, que fueron obtenidas

del Instituto Nacional de Salud sede Chorrillos.

3.3. Tipo deinvestigacién

Experimental.®®

3.4. Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos.

La técnica empleada es la observaciéon directa, y como instrumento el registro de

observaciones y un glucometro.

3.5. Disefio metodolégico

3.5.1.Recoleccién de la muestra

Las hojas de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja del aire” fue recolectada en el

departamento de Cusco, provincia La Convencion, distrito de Kimbiri y transportada
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hacia los ambientes de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica. Una parte de
la muestra fue derivada a la bidloga Laura Aucasime Medina para la clasificacion
taxonomica. (Anexo 2).

3.5.2.Secado de la muestra

Las hojas fueron seleccionadas, separadas, lavadas, ventiladas a temperatura ambiente
sobre una superficie cubierta por papel Kraft, luego se sometieron a desecacion en
estufa de aire circulante a una temperatura de 40 °C. (Anexo 2).

3.5.3.Molienda

Con las hojas secas se procedié a una molienda en molino eléctrico doméstico hasta
obtener un polvo uniforme con un peso de 200 g. El polvo desecado fue almacenado en

un frasco &mbar y refrigerado hasta su uso. (Anexo 2).

3.5.4.0btencion del extracto hidroalcohdlico

Se prepardé mediante el método de maceracién simple. El polvo vegetal obtenido fue
macerado con etanol al 80° (1:10), durante 10 dias a temperatura ambiente. El
macerado se agitdé constantemente para optimizar la obtencion de metabolitos
secundarios. Posteriormente, se filtrd por gravedad la solucion con gasa estéril y papel
filtro para luego ser concentrada en un bafio maria a 40 °C hasta que se obtuvo un
extracto seco de consistencia pastosa. Finalmente, el extracto seco se almacend a
temperatura ambiente en un envase de color ambar, herméticamente cerrado y

debidamente rotulado para su posterior utilizacion.®® (Anexo 4).

3.5.5.0btencion de compuestos fendlicos

El extracto hidroalcohdlico se tratd con éter de petréleo para eliminar las grasas, ceras,
pigmentos y otros compuestos que podrian interferir en la extraccion de los compuestos
fendlicos de interés. Luego se realiz6 una extraccion liquido-liquido con acetato de etilo
para recuperar esa fraccién, la cual se evapor6 y se concentrd hasta sequedad. Esta
fraccion de acetato de etilo se utilizd para determinar el efecto hipoglicemiante.” (Anexo
6).

3.5.6.Ensayo fitoquimico en la fraccion de acetato de etilo.

Identificacién de fenoles: se realizé6 mediante el ensayo del cloruro férrico se agregaron

unas pocas gotas al 1 % de cloruro férrico a la fraccién de acetato de etilo.

Identificacién de flavonoides: se realiz6 mediante el ensayo de Shinoda se agregaron
unas pocas gotas de &cido clorhidrico concentrado y un pequefio trozo de magnesio

metalico a la fraccion de acetato de etilo.”* (Anexo 7).
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3.5.7.

Determinacién del contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determiné utilizando el método de Folin-Ciocalteu,

siguiendo el método citado por Thangaraj.”> (Anexo 8).

3.5.8.

Determinacion del efecto hipoglicemiante

3.5.8.1. Método

Se us6 el método experimental de hiperglicemia inducida por aloxano en ratas segun

Kameswara.'* modificado por Arroyo y Cisneros.'? para determinar el efecto

hipoglicemiante.

3.5.8.2. Procedimiento

Se utilizaron 35 ratas de la cepa albina Wistar, con un peso de 180 a 200 g,
obtenidas del Instituto Nacional de Salud sede Chorrillos Lima — Peru.

Se adaptaron durante siete dias en jaulas debidamente acondicionadas a sus
necesidades a una temperatura y luz normal, para impedir el estrés. Transcurridos
los dias de adaptacion, las ratas fueron pesadas, catalogadas y asignadas
aleatoriamente a diferentes grupos, siguiendo el siguiente disefio visualizado en
la tabla 3.

Tabla 3. Distribucion de los grupos experimentales para evaluar la actividad

hipoglicemiante de los compuestos fendlicos presentes en la fraccién de acetato de etilo

aislados del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers

“hoja del aire”; en ratas albinas con induccién a hiperglicemia. Ayacucho 2023.

Grupo Repeticién Tratamiento Agente hiperglicemiante

I 5 Suero fisiolégico 2 mL/kg Suero fisioloégico 2 mL/kg

I 5 Suero fisiolégico 2 mL/kg Aloxano 150 mL/kg

" 5 Glibenclamida 5 mg/kg (Farmindustria)  Aloxano 150 mL/kg

v 5 Insulina 4 Ul/kg (Pharmaris Perq) Aloxano 150 mL/kg

\% 5 Compuestos fendlicos 50 mg/kg Aloxano 150 mL/kg

Vi 5 Compuestos fendlicos 100 mg/kg Aloxano 150 mL/kg

VI 5 Compuestos fendlicos 200 mg/kg Aloxano 150 mL/kg

Después de pesar, se midio la glucosa inicial utilizando un medidor de glucosa
digital y haciendo uso de las tiras reactivas Accu-Chek Instant®. Luego, se
administro aloxano a una dosis de 150 mg/kg disuelto en solucion salina por la via
intraperitoneal por tres dias seguidos a todos los grupos menos al primero |

durante tres dias consecutivos.
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3.6.

Gracias a que el aloxano puede causar una bajada peligrosa de los niveles de
glucosa, debido a que libera mucha insulina del pancreas. Se administré solucion
de dextrosa al 5 % por via oral, después de seis horas de haberle aplicado el
aloxano.

Después de 24 horas, se midié el nivel de glucosa en sangre. Los animales con
un nivel superior a 200 mg/dL se consideraron hiperglicémicos. A estos se les
administro extractos en dosis de 50, 100 y 200 mg/kg a los grupos V, VI, VII,
respectivamente. Mientras que a los grupos lll y IV se les administr6 estandares
farmacologicos (glibenclamida en presentacion de tableta 5 mg del laboratorio de
Farmindustria administrado por via oral por medio de una sonda orogastrica e
insulina en presentacion de ampolla de 100 Ul/mL del laboratorio Pharmaris Peru
administrado por via parenteral).

Se midieron los niveles de glucosa en sangre a las 2, 4 y 6 horas después de
administrar los estandares y los extractos.

Se tomaron muestras de sangre pinchando la punta de la cola. Se descarté la
primera gota y se recogio la siguiente sobre una tira reactiva utilizando un
glucometro digital y sus tiras Accu-Chek Instant®. Los resultados del glucémetro
se expresaron en mg/dL. (Anexoll).

El porcentaje de eficacia hipoglicemiante fue calculada usando la siguiente

formula:

. . ) P control — P patrén
% de eficacia hipoglicemiante = P control X 100

P control: nivel inicial de glucosa
P patrén: nivel de glucosa a las 6 horas posterior a la administracion de los

tratamientos.

Disefio de investigacion

El disefio que se uso, es el disefio con preprueba-posprueba y grupo control. Se

representa de la siguiente manera:®®

Ge —» O —» X — 0O
Ge —>» O3 —> - —>» Oy
Donde:
Ge :grupos experimentales
G¢: :grupo control
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X . tratamiento

O: Os: observacion antes del tratamiento
02 O4: observacion después del tratamiento
- : blanco (solucién salina 0,9 %)

3.7. Anaélisis estadistico

Se analizaron los resultados utilizando el programa estadistico Statistical Package for
the Social Sciences SPSS version 26. Se calculo el area bajo la curva (AUC) de los
niveles de glucosa en sangre en funcion del tiempo utilizando el método de los trapecios.
Se compararon los promedios de los valores del AUC de los diferentes tratamientos por
medio del andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95 %, la prueba
de Tukey, para identificar similitudes o diferencias entre las medias de los grupos y el
estandar y la prueba de Dunnett para comparar el estandar (glibenclamida) con los
tratamientos compuestos fendlicos de 50,100 y 200 mg/kg respectivamente.

Considerando un valor de p<0,05 como estadisticamente significativo.
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V. RESULTADOS
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Tabla 4. Ensayo fitoquimico de los compuestos fendlicos presentes en la fraccion de
acetato de etilo aislados del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Kalanchoe pinnata

(Lam.) Pers. “hoja del aire”. Ayacucho 2023.

Ensayo Metabolito secundario Resultados  Observacién
FeCls Fenoles y/o taninos +++ azul negruzco
Shinoda Flavonoides ++ coloracién naranja
Leyenda:

(+++) Abundante
(++) Regular
(+) Poco
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Tabla 5. Porcentaje de rendimiento y contenido de fenoles totales presentes en el
extracto hidroalcohdlico y la fraccion de acetato de etilo de las hojas de Kalanchoe
pinnata (Lam.) Pers. “hoja del aire”. Ayacucho 2023.

% Porcentaje de rendimiento (g/200 g Contenido de fenoles totales (mg
de material seco) x 100 EAG/Q)
Extracto Fraccion acetato Extracto Fraccion acetato
hidroalcohélico de etilo hidroalcohélico de etilo
25,91 1,82 62,91 277,13
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Figura 13. Variacién de los niveles de glucosa de los tratamientos en funcion del tiempo,
por efecto de la administracién de los compuestos fendlicos presentes en la fraccion de
acetato de etilo aislados del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Kalanchoe pinnata

(Lam.) Pers. “hoja del aire”. Ayacucho 2023.
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Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja del aire” en ratas, Ayacucho 2023.
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V. DISCUSION

La diabetes es una enfermedad crénica multifactorial, que afecta a personas de todos
los ambitos de la vida en todo el mundo. Es la alteraciébn metabdlica y hormonal mas
frecuente, distinguido por niveles altos de glucosa en la sangre debido a una ausencia
total o parcial de la produccién o accion de la insulina, que ha demostrado ser un
problema de salud muy importante.?®

Los medicamentos tradicionales utilizados para el control y tratamiento de la diabetes,
como la insulina y otros, sea de forma individual o en combinacion para mejorar los
niveles de glucosa en la sangre, a menudo tienen efectos secundarios y pierden su
capacidad para controlar la diabetes a largo plazo. Por lo tanto, encontrar una forma de
tratar esta enfermedad sin todos los efectos indeseables se ha convertido en un reto
importante. Los tratamientos anteriores también son costosos porque son tratamientos
gue los pacientes necesitaran durante toda su vida, por lo que encontrar opciones de
tratamiento mas eficaz, econémico y seguro sigue siendo un area de investigacion.”>"*
La alta incidencia y las complicaciones a largo plazo de la diabetes, junto con los efectos
secundarios de los farmacos antidiabéticos, han llevado a la busqueda de nuevos
agentes hipoglicemiantes orales a partir de plantas medicinales tradicionales para tratar
esta afeccion, especialmente en los paises en desarrollo de escasos recursos. Las
plantas medicinales juegan un papel importante en el control de esta enfermedad.’

Las investigaciones de la diabetes en modelos de animales son una herramienta
importante, ya que ayudan a evitar investigaciones innecesarias y éticamente dificiles
en humanos y obtener una perspectiva cientifica mas amplia sobre esta enfermedad.
Aunque hay muchas formas de producir esta enfermedad, el método quimico de la
diabetes inducida por aloxano es el modelo experimental mas importante y deseable

para esta condicion patolégica.”
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La incidencia de esta enfermedad es alta en nuestro pais y las circunstancias antes
mencionadas, asi como otras investigaciones, despertaron mi curiosidad e interés para
llevar a cabo este estudio.

En este estudio, se evalué el efecto hipoglicemiante de los compuestos fendlicos
presentes en la fraccion de acetato de etilo aislados del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja del aire”; en ratas albinas con
hiperglicemia inducida, para aislar los compuestos fendlicos se utilizaron una serie de
disolventes de diferente polaridad. Primero, se realiz6 una extraccion con un disolvente
no polar, en este caso el éter de petroleo para separar grasas, ceras, pigmentos y otros
compuestos. Luego, se llevé a cabo una segunda extraccién con acetato de etilo, un
disolvente moderadamente polar con el objetivo de aislar los compuestos fendlicos, tal
como se puede observar en el anexo 6. En un estudio realizado por Pérez et al.”®, indica
gue para la obtencion de compuestos fendlicos como los flavonoides inicialmente se
utilizan solventes no polares o ligeramente polares para separar las clorofilas, gomas y
agliconas, los flavonoides con una gran cantidad de grupos hidroxilos se consideran
polares, por lo que son ligeramente solubles en disolventes polares, como el etanol,
metanol y acetona. La extraccion de compuestos fenélicos depende de la textura y el
contenido de agua del material vegetal. Para sustancias de polaridad alta y media se
utilizan solventes como el acetato de etilo.””

Los fenoles y flavonoides se pueden detectar mediante reacciones de color y
precipitacién, siendo especialmente utiles el ensayo de Shinoda y del cloruro férrico, los
cuales generan un color distintivo.

En latabla 4, se observa el ensayo fitoquimico de la fraccién de acetato de etilo obtenido
del extracto hidroalcohdlico de las hojas de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja del
aire”, la cual muestra la presencia de fenoles y flavonoides por medio del ensayo de
Shinoda y del cloruro férrico respectivamente. En un estudio, realizado por Gallegos et
al.”8, encontré que el extracto acuoso de las hojas contiene compuestos fenélicos como
los flavonoides y taninos. Otro estudio realizado por Sobreira et al.”®, identifico la
presencia de dos flavonoides, la quercitrina y la quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil-
(1—2)-a-L-ramnopirandsido, presentes en la fraccion de acetato de etilo obtenidos del
extracto hidroalcohdlico de las hojas. Ademas, un ensayo previo realizado por Shruti et
al.®%, del extracto de jugo de las hojas, revel6 la presencia de flavonoides y fenoles.
Estos estudios nos ayudan a corroborar la presencia de los compuestos fenélicos en las
hojas de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja del aire”.

En el anexo 10, se presenta la gréfica de calibracion del acido gélico para medir la
cantidad de compuestos fenolicos totales, la ecuacion de la recta obtenida se uso para

calcular los fenoles totales existentes tanto en el extracto hidroalcohdlico y la fraccion
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de acetato de etilo presentes en las hojas de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja del
aire”.

En la tabla 5, se muestra el contenido de fenoles totales. El extracto hidroalcohdlico
contiene 62,91 mg EAG/g de muestra. Por su parte, la fraccion de acetato de etilo
incrementa en unas 4,4 veces el contenido de fenoles totales, alcanzando 277,13 mg
EAG/g de muestra. Estudios previos han demostrado que las hojas de esta planta
contienen una alta concentracion de polifenoles totales. Gallegos et al.”®, encontraron
en el extracto hidroalcohdlico 57,17 mg EAG/g. Otro estudio realizado por Cucuri®,
reportd un contenido de 57,72 EAG/mL en el extracto etandlico. Por su parte, Navarro
et al.®2, obtuvieron 159,59 mg EAG/g en el extracto acuoso mediante una extraccion
rapida con agua presurizada. Finalmente, Sobreira et al.”, reportaron 149,6 EAG/g en
el extracto de hidroalcohdlico y 363,3 EAG/g en la fraccion de acetato de etilo. Estos
estudios resaltan el alto contenido de compuestos fenélicos presentes en las hojas de
esta planta por las distintas formas de extraccion, los cuales se encuentran con valores
muy cercanos reportados en este estudio.

También podemos observar en la tabla 5, el porcentaje de rendimiento del extracto
hidroalcohélico con un valor 25,91 % y para la fraccion de acetato de etilo un valor de
1,82 %, el cual es 14 veces menor en comparacion a la primera extracciéon. El estudio
realizado por Cucuri®!, encontr6 que el extracto etandlico de las hojas posee un
porcentaje de rendimiento del 17,79 %. Otro estudio realizado por Mora®, obtuvo un
rendimiento de 58,2 % de los tallos y 6,7 % para las raices del extracto metandlico.

La concentracién de compuestos fendlicos puede variar significativamente entre plantas
de la misma especie que crecen en diferentes regiones geograficas. Esto se debe a que
las plantas modulan la sintesis de estos metabolitos en respuesta a las condiciones
ambientales especificas de cada habitat. Por ejemplo, las plantas que crecen en climas
mas calidos y expuestas a mayor radiacidon solar tienden a acumular mayores
cantidades de compuestos fenélicos como mecanismo de defensa ante el estrés
oxidativo. Asimismo, factores como la composicién del suelo, la disponibilidad de
nutrientes, la altitud o la presencia de patégenos pueden influir en la producciéon y
acumulacion de estos antioxidantes naturales en las plantas. Por lo tanto, el perfil y la
concentracion de compuestos fendlicos pueden variar considerablemente entre
individuos de la misma especie en funcién de las caracteristicas del entorno en el que
crecen.® La extraccion de estos metabolitos también depende del disolvente utilizado y
de los factores implicados en el proceso, los resultados de extraccidn dependen en gran
medida de la polaridad del disolvente utilizado, no existe un método y solvente
especifico, se ha reportado el uso de etanol, metanol, acetona y sus mezclas con agua

en diferentes proporciones como solventes de extraccion esto dependerd de la
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composicion quimica de los compuestos extraidos, su cantidad y ubicacion de sus
grupos hidroxilos, tamafio de las moléculas y factores como concentracion del solvente,
temperatura, tiempo de contacto, tamafio de particula y relaciébn masa solvente entre
otros.”®® De esta forma podemos justificar la diferencia del contenido de fenoles totales
y el porcentaje de rendimiento de la misma especie en diferentes estudios realizados.
Para este estudio, se us6 el método de hiperglicemia inducida mediante el aloxano,
como lo describe Kameswara Rao y colaboradores.!! El aloxano es un compuesto
ampliamente utilizado para inducir diabetes de forma experimental, provocando necrosis
de las células B pancreaticas e induciendo la formacion de radicales libres, los cuales
juegan un rol importante en el desarrollo de esta enfermedad en humanos. Se ha
demostrado que el aloxano produce peroxido de hidrégeno (H20;) y ciertos radicales
libres como el oxigeno singlete (O>) y el hidroxilo (OH"), provocando dafio y posterior
muerte celular.®® En un estudio realizado por Giraldo®’, donde se usé aloxano a una
dosis de 130 mg/kg para provocar la diabetes en ratas, demostré que el aloxano produce
dafio histopatoldgico en las células 8 del pancreas.

Para iniciar la prueba del efecto hipoglicemiante, las ratas se aclimataron durante siete
dias en jaulas que contenian virutas en circunstancias normales de luz y temperatura,
con libertad para la comida y el agua, todo ello a fin de impedir los efectos del estrés.
Antes de iniciar el tratamiento, se determind el nivel basal de glucosa en sangre
mediante un glucémetro digital y tiras reactivas Accu-Chek Instant®. Los resultados
muestran que la concentracion media de glucosa basal en sangre fue de 93,7 mg/dL,
estos datos preliminares proporcionan evidencia de que las ratas se encontraban en un
estado normoglicémico adecuado para el estudio. Para producir la hiperglicemia se
utilizé el aloxano a una concentracion de 150 mg/kg disuelto en solucién salina helada
(NaCl 0,9 %), que posteriormente se administr6 por via intraperitoneal por 3 dias
seguidos, para prevenir la hipoglicemia inducida por aloxano, los animales recibieron
una solucién de dextrosa al 5 % durante las 24 horas. Transcurrido el tiempo, se volvid
a controlar los valores de glicemia. Los que presentaron valores de glucosa superiores
a 200 mg/dL fueron catalogados como hiperglicémicos. Después de provocar niveles
elevados de glicemia, se siguié la evaluacion del efecto hipoglicemiante de los
compuestos fenélicos presentes en la fraccién de acetato de etilo aislados del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja del aire” a
concentraciones de 50, 100, 200 mg/kg de peso corporal, teniendo como patrones de
referencia a la glibenclamida a 5 mg/kg y la insulina a 4 Ul/mL.

En la figura 13, se muestra el comportamiento de los promedios de glicemia de cada
tratamiento a lo largo del tiempo. El primer tiempo corresponde a los valores de glicemia

luego de la induccion del aloxano. Los tiempos posteriores dos, cuatro y seis horas
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expresan los promedios de glicemia después de la administracién de los distintos
tratamientos. Para el grupo blanco (suero fisiol6gico), los valores de glucosa se
mantuvieron con muy poca variacion a lo largo del estudio, teniendo un valor a las seis
horas de 94,8 mg/dL, los cuales se encuentra dentro de los valores de referencia
comprendida para una rata entre 50 a 135 mg/dL. Respecto al grupo control (aloxano)
mostré un aumento progresivo en los niveles de glucosa, partiendo de 367,2 mg/dL al
inicio y llegando a 414,2 mg/dL a las 6 horas, reflejando la induccién de la diabetes
debido a la destruccion de las células beta del pancreas. Por el contrario, los animales
tratados con insulina experimentaron una considerable disminucién de la glicemia,
iniciando en 409,0 mg/dL y llegando a un valor minimo de 52,2 mg/dL a las cuatro horas,
manteniéndose en 54 mg/dL a las seis horas. La glibenclamida también mostr6 un efecto
reductor, partiendo de 308,6 mg/dL y alcanzando una glicemia de 88,8 mg/dL a las seis
horas. Asimismo, los compuestos fendlicos de 50, 100 y 200 mg/kg evidenciaron un
efecto reductor, con valores mas bajos a las seis horas de 104,2; 95,6 y 86,8 mg/dL,
respectivamente. Los compuestos fendlicos de 100 y 200 mg/kg exhiben un efecto
similar a la glibenclamida 5 mg/kg, siendo esta actividad mayor que la del compuesto
fendlico a 50 mg/kg.

En un estudio realizado por Talavera?®, muestra que el grupo blanco (suero fisiolgico)
mantiene niveles de glicemia dentro de los valores normales, con un valor de 75 mg/dL
a la quinta hora, similar con los niveles normales de glucosa en ratas observados en
esta investigacion. Respecto al grupo control (aloxano), presenté un aumento progresivo
de los niveles de glucosa a lo largo del tiempo, con un valor inicial de 385,4 mg/dL, que
se elevo hasta 410,4 mg/dL a las cinco horas, resultados similares a los obtenidos en
este estudio. En el caso de la glibenclamida, el investigador observé una disminucion
de la glicemia de 414,6 a 120,6 mg/dL en la quinta hora, similar a la reduccién de 308,6
a 88,8 mg/dl observada en este estudio, ambas investigaciones lograron disminuir los
niveles de glicemia en aproximadamente 200 puntos en comparacién con los valores
iniciales al utilizar la glibenclamida. Respecto a la insulina, el estudio de Pérez®, logréd
una glicemia mas baja a la cuarta hora, alcanzando 55,6 mg/dL, muy similar a la glicemia
de 52,2 mg/dL obtenida en el presente estudio también a la cuarta hora.

En la figura 14, se muestra el area bajo la curva (AUC) del efecto hipoglicemiante de los
distintos tratamientos. EI AUC es un parametro farmacocinético que manifiesta la
concentracion de un medicamento en funcién del tiempo. El grupo | que es el blanco al
cual solo se administré el suero fisiolégico, tuvo un AUC de 559,8 mg/dL x h £1,23. El
segundo grupo present6 el mayor AUC de 2363 mg/dL x h = 1,90 debido a que solo
recibio aloxano 150 mg/kg, lo que indica que se logré producir un aumento en los niveles

de glucosa en sangre, produciendo de esta forma un cuadro diabético. En el tercer grupo
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correspondiente al tratamiento de la glibenclamida 5 mg/kg obtuvo un AUC de 955,4
mg/dL x h £ 1,92. El cuarto grupo con tratamiento de Insulina 4 Ul/mL alcanzé un AUC
igual a 679 mg/dL x h + 2,57 inferior a los demés tratamientos, indicando una menor
concentracion de glucosa, con una diferencia estadisticamente significativa en
comparacion con los otros grupos. Los compuestos fenélicos a una concentracion de
50, 100 y 200 mg/kg, obtuvieron un AUC de 1083,2 mg/dL x h + 1,22; 978 mg/dL x h
2,12;945,4 mg/dL x h + 2,63 respectivamente.

En el anexo 18, se observa el andlisis de varianza de las medias del AUC y se encontré
que existen diferencias estadisticamente significativas (p=1,70x10%) entre los
tratamientos. Para determinar que tratamientos tienen diferencias y cuéles son
estadisticamente semejantes, se llevo a cabo la prueba de Tukey al 95 % de nivel de
confianza visualizados en el anexo 19, esta prueba muestra que el AUC de los
compuestos fendlicos a concentraciones de 100 y 200 mg/kg es estadisticamente
semejante a la glibenclamida.

En el anexo 20, la prueba de Dunnett muestra que los compuestos fenélicos de 100 y
200 mg/kg tienen un efecto estadisticamente similar a la glibenclamida 5 mg/kg.

Estas pruebas indican que los compuestos fendlicos a la dosis de 100 y 200 mg/kg
tienen un AUC semejante al medicamento de la glibenclamida, logrando una reduccién
significativa de los niveles de glucosa en sangre.

En la figura 15, se puede apreciar el porcentaje de eficacia hipoglicemiante de los
distintos tratamientos. La insulina tuvo el mayor porcentaje con 86,91 % + 1,56, ya que
es una hormona encargada de regular los niveles de glucosa. En segundo lugar, se
encuentra el compuesto fendlico de 200 mg/kg, con 72 % + 2,40. Seguido de la
glibenclamida 5 mg/kg, un medicamento utilizado para controlar los niveles de glucosa en
la diabetes tipo 2, con 71,03 % + 1,46. En cuarto lugar, el compuesto fendlico de 100 mg/kg
con 66,98 % * 2,19. Por ultimo, el compuesto fendlico de 50 mg/kg mostr6 el menor
porcentaje, con un 62,03 % =+ 3,16.

En el anexo 21, se observa el andlisis estadistico ANOVA el cual revela diferencias
estadisticamente significativas (p=2,82x10) entre los grupos tratados.

En el anexo 22, la prueba de Tukey muestra que el compuesto fenélico de 100 mg/kg
tiene una eficacia hipoglicemiante estadisticamente semejante a la glibenclamida 5
mg/kg.

En el anexo 23, se observa la prueba de Dunnett donde los compuestos fendlicos de
100 y 200 mg/kg poseen una eficacia hipoglicemiante estadisticamente similar a la

glibenclamida 5 mg/kg.
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Ambas pruebas indican que los compuestos fendlicos de 100 y 200 mg/kg tienen una
eficacia hipoglicemiante similar a la glibenclamida. Estos resultados demuestran
evidencia cientifica para el empleo de esta planta en el tratamiento de esta enfermedad.
En un estudio previo, Talavera?® encontr6 que la glibenclamida tuvo una eficacia
hipoglicemiante del 70,91 %, un resultado muy similar al 71,03 % reportado en esta
investigacion para este tratamiento. En otro estudio realizado por Perez®, determiné
gue la insulina tuvo una eficacia hipoglicemiante del 72,94 %, siendo superior a todos
los demas tratamientos. Estos hallazgos coinciden con los datos de este estudio, que
también muestran que la insulina tiene una eficacia superior a los demas tratamientos
con un valor de 86, 91 %.

El presente estudio utiliza dos medicamentos de referencia, la insulina utilizado en la
diabetes tipo 1 y la glibenclamida utilizado en la diabetes tipo 2. Se observa que la
insulina tiene una eficacia hipoglicemiante superior a la glibenclamida. Esto se debe a
que la insulina imita directamente la accion de la hormona natural, promoviendo asi la
captacion de glucosa por las células. Mientras, la glibenclamida estimula indirectamente
la secrecion de insulina por el pancreas. Ademas, la insulina tiene un efecto mas rapido,
ya que se administra de forma parenteral, lo que permite una absorcion mas rapida y
eficaz en el organismo, resultando en una accibn mas inmediata. En cambio, la
glibenclamida se administra de forma enteral, debiendo pasar por un proceso mas
complejo de liberacién, absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion. La
glibenclamida y la insulina se emplean como medicamentos de referencia en modelos
experimentales de diabetes por su eficacia comprobada para controlar los niveles de
glucosa en pacientes diabéticos. Estas propiedades los convierten en excelentes puntos
de referencia para evaluar la efectividad de nuevos tratamientos experimentales. Sus
mecanismos de accion conocidos, perfiles de seguridad bien definidos y la disponibilidad
de datos de referencia permiten una evaluacion mas completa y sélida de la eficacia y
seguridad de los nuevos tratamientos en desarrollo.

Estudios previos han demostrado las eficacias hipoglicemiantes de varios extractos
naturales. Enciso?*, encontrd que el extracto hidroalcohdlico de los pseudobulbos de
Odontoglosum bicolor Lindl. “sacapa” a una dosis de 400 mg/kg mostré la mayor eficacia
con un valor de 48,9 %. Por su parte, Barboza®, evalué el extracto acuoso atomizado
de las hojas de Nasturtium officinale W.T Aiton “berro”, siendo la dosis de 200 mg/kg la
gue presenté la mejor eficacia hipoglicemiante. Asimismo, Quispe®, determiné que el
extracto hidroalcohdlico de los tallos de Baccharis genistelloides (Lam) “quimsa cucho”
a 300 mg/kg tuvo una eficacia de 45,37 %. Finalmente, Talavera®®, pudo apreciar que
los flavonoides de 1 mg/kg; 2,5 mg/kg y 5 mg/kg aislados del extracto hidroalcohélico de

los frutos de Physalis peruviana L. “aguaymanto” poseen actividad hipoglicemiante
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siendo la de 2,5 mg/kg la de mayor eficacia hipoglicemiante con un valor de 62,82 %.
En el estudio realizado, la dosis de compuestos fenélicos de 200 mg/kg presento la
mayor eficacia hipoglicemiante con un valor de 72 %.

Las diferencias en la eficacia hipoglicemiante se deben a que se trabaja en diferentes
especies de plantas, partes de la misma como el fruto, tallo, hojas, raices, también tiene
gue ver la técnica de extraccion como el etandlico, atomizado, metandlico, liofilizado,
como también la variacion de los metabolitos secundarios presentes, con respecto a los
animales de experimentacién poseen factores propios como la raza, peso, estrés y
funcion biolégica. Todos ellos influyen en la variacion de la eficacia hipoglicemiante.
Las investigaciones cientificas han demostrado que ciertas plantas tienen efectos
hipoglicemiantes y que los compuestos quimicos, incluidos como los fenoles y
flavonoides son responsables de la actividad farmacoldgica y el mecanismo de accién
en la reduccion de los niveles de glucosa en sangre.

Los polifenoles son un grupo de compuestos biolégicamente activos ampliamente
distribuidos en productos de origen vegetal y forman un componente importante de la
dieta humana®, en los Ultimos afios numerosas investigaciones han confirmado los
efectos beneficiosos del consumo de polifenoles sobre la salud que lo relacionan con la
proteccibn y prevencion sobre los padecimientos de ciertas enfermedades
cardiovasculares, diabetes tipo 2 y algunos tipos de cancer.*?

Los compuestos fendlicos, particularmente los flavonoides, ayudan a mantener los
niveles adecuados de glucosa en el cuerpo. Pueden bloguear ciertas enzimas, regular
el transporte de glucosa y estimular la liberacion de hormonas que generan sensaciéon
de saciedad. Utilizar estos compuestos es una alternativa sostenible para prevenir y
tratar la diabetes.3*

Dentro de los mecanismos por el cual ejerce la actividad hipoglicemiante los compuestos
fendlicos se encuentra, el de inhibir dos enzimas claves para la hidrélisis de los
carbohidratos como son alfa-glucosidasa intestinal y la alfa-amilasa pancreatica, que
son los responsables de romper los enlaces a 1-4 en disacaridos y polisacéridos,
liberando de esta forma la glucosa®?, la finalidad de inhibir estas dos enzimas es producir
un retraso en la liberaciéon de glucosa de los carbohidratos y su absorcién. El estudio
realizado por Sobreira et al.”, identifica la presencia de dos compuestos fendlicos, la
quercitrina 'y la quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil-(1—2)-a-L-ramnopiranésido,
presentes en la fraccidén de acetato de etilo obtenidos del extracto hidroalcohdlico de las
hojas de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja del aire” estos dos compuestos tienen el
mecanismo de inhibir a la enzima del alfa-glucosidasa, lo que le confiere la actividad

hipoglicemiante.?®
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Otro mecanismo implicado es el de modular la actividad de los transportadores de
carbohidratos, como la proteina de transporte sodio-glucosa denominado SGLT1, el
cual se encarga de transportar y absorber a la glucosa y galactosa, compuestos
fendlicos como el acido ferdlico, cafeico, tanico, catequinas, quercetina y naringenina
pueden regular dichas proteinas transportadoras.®® Los compuestos fendlicos interactiia
con el almidén una fuente de energia primaria, produce una modificacion de su
estructura formando enlaces de hidrogenos, interacciones hidrofdbicas, electrostaticas
y iénicas, lo que afecta en la digestion del almidon, y consecuentemente en la resistencia
del efecto enziméatico de la alfa-amilasa pancreética.®* Los taninos son sustancias
hidréfobas que tienen grupos hidroxilo cercanos en su estructura, lo que les permite
interactuar fuertemente con los carbohidratos mediante enlaces de hidrégeno. La
interaccion entre los polifenoles y los carbohidratos depende del tamafio del compuesto
fenolico, su grado de solubilidad en agua y la estructura del carbohidrato.®® Las
hormonas de saciedad intestinal como la colecistoquinina CCK, el glucagon 1 GLP-1y
el péptido insulinotropico dependiente de glucosa GIP, entre otros pueden ser
modulados por la accién de los compuestos fendlicos, aumenta significativamente la
liberacion de dichas hormonas intestinales, lo cual aumenta la sensacién de saciedad y
disminuye la obesidad.®*% La curcumina, un derivado de &cido hidroxicinamico,
antocianinas y resveratrol, pueden estimular la secrecion del GLP-1.%

En un estudio realizado por Mursu et al.*8, en donde reportaron que el consumo de bayas
(fresa, moras, zarzamoras, uva, cereza.) en una porcién de 60 g/dia y la ingesta de mas
de 50 g/dia de manzana disminuye el riesgo de diabetes mellitus tipo 2. En otra
investigacion realizada por Jennings et al.®®, se identifica que la alta ingesta de
flavonoides y proantocianidas se ha relacionado con una baja resistencia a la insulina.
Finalmente, todos estos estudios respaldan la actividad biol6gica de los compuestos
fendlicos sobre la diabetes. Por tanto, este estudio demostré que los compuestos
fendlicos presentes en la fraccion de acetato de etilo extraidos del extracto
hidroalcohélico de las hojas de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja del aire” tienen un
efecto en la reduccidn de los niveles de glucosa en sangre. En consecuencia, contribuye
de manera significativa a la medicina tradicional en el tratamiento de la diabetes,

ademas de presentar una alternativa econémica.
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VI. CONCLUSIONES

Los compuestos fendlicos aislados de las hojas de Kalanchoe pinnata (Lam.)
Pers. “hoja del aire” presentan actividad hipoglicemiante en ratas albinas con
hiperglicemia inducida.

La fraccion de acetato de etilo aislado del extracto hidroalcohdlico de las hojas
de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja del aire”, revel6 la presencia de fenoles
y flavonoides.

El contenido de fenoles totales presentes en el extracto hidroalcoholico fue de
62,91 mg EAG/g y en la fraccion de acetato de etilo fue de 277,13 mg EAG/qg.
Los compuestos fendlicos a la dosis de 50, 100 y 200 mg/kg mostraron un area
bajo la curva de 1083,2 mg/dL x h +1,22; 978 mg/dL x h £ 2,12; y 945,4 mg/dL
x h £ 2,63, respectivamente. Y el porcentaje de eficacia hipoglicemiante fue de
62,03 % + 3,16; 66,98 % + 2,19; y 72 % + 2,49, respectivamente.

Los compuestos fendlicos aislados de las hojas de Kalanchoe pinnata (Lam.)
Pers. “hoja del aire” a dosis de 100 y 200 mg/kg mostraron efecto hipoglicemiante

estadisticamente similar a la glibenclamida y menor que la insulina.
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VII. RECOMENDACIONES

1. Continuar investigando el estudio de las distintas actividades presentes en la
planta de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja del aire”, debido a que posee
diversas caracteristicas farmacoldgicas y aplicaciones Utiles para nuestra
sociedad.

2. Desarrollar ensayos toxicoldgicos de los compuestos fendlicos aislados de las
hojas de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja del aire”, para asegurar su
inocuidad.

3. Llevar a cabo pruebas de mayor duracion, estudios histopatologicos del rifién,
pancreas e higado como también los perfiles lipidicos y de creatinina al aplicar

un tratamiento a largo plazo con los compuestos fendlicos de esta planta.
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Anexo 1. Constancia de clasificacién taxonémica.

CONSTANCIA

LA BIOLOGA LAURA AUCASIME MEDINA ESPECIALISTA EN
TAXONOMIA Y SISTEMATICA DE PLANTAS DEJA CONSTANCIA:

Que, el Bach. en Farmacia y Bioquimica, Sr. Junior, HUAMAN SANCHEZ, ha

solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segin el Sistema de

Clasificacion de Cronquist. A. 1988, siendo su taxonomia la siguiente:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE - ROSIDAE

ORDEN : N ROSALES

FAMILIA ; CRASSULACEAE

GENERO 3 Kalanchoe

ESPECIE : Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers.
N.V. : “hoja del aire”, “siempreviva”

Se expide la certificacién correspondiente a solicitud del interesado

para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 13 de Junio del 2023

AT D

\/.,4(/‘4;/71~ ( p

LAURA AUCASIME MEDINA
BIGLOGA

Reg. C.B.P. N°583 CR. - XIIl
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Anexo 2. Recoleccién, secado y molienda.

a) Recoleccion
b) Secado

c) Molienda
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Anexo 3. Diagrama de la extraccion hidroalcohdlica.

[ Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja del aire” ]

l

[ Recolecciéon de la muestra J
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Identificacion
botanica

Constancia de
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taxonémica
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Anexo 4. Obtencién del extracto hidroalcohdlico.

a) Maceracion con alcohol a 80° por 10 dias.
b) Filtrado del extracto hidroalcohdlico.
c) Concentrado en bafio maria a 40 °C.

d) Muestra concentrada.
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Anexo 5. Diagrama de obtencién de los compuestos fendlicos.

Extracto seco reconstituido con agua destilada

|

Utilizacion de éter de petréleo para
eliminar las grasas, ceras y otros
metabolitos.

l

Aplicacion del acetato de etilo para
aislar los compuestos fendlicos

l

Obtencion de la fraccion de acetato
de etilo, concentrado en bafio maria
40 °C y secado en una estufa.

|

Compuestos fendlicos
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Anexo 6. Proceso de extraccion de los compuestos fendlicos a partir del extracto

hidroalcohdlico.
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ayb) Extracto hidroalcohdlico tratado con éter de petréleo por 24 horas.
cyd) Extracto tratado con acetato de etilo por 24 horas.

e yf) secadoy concentrado de la fraccion de acetato de etilo.
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Anexo 7. Ensayo fitoquimico de los compuestos fendlicos presentes en la fraccion de
acetato de etilo.

= — g gyt o ww v

L e . u— W s,
Ll I ———

a) Ensayo de Shinoda para flavonoides

b) Ensayo del FeCl; para fenoles
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Anexo 8. Diagrama de la determinacion del contenido de fenoles totales.

Fenoles totales

Método de Folin-Ciocalteau

\
! \

[ Curva de calibracion J [ Muestra (0,1 mg/mL) ]
acido galico 50 pg/mL muestra y llevar a 1 mL
en metanol con agua destilada.
/ \ Agregar 0,5 mL de
Tomar alicuotas de 0’0, 0,1, reactivo Folin-Ciocalteu
0,2;0,3;0,4y 0,5 mL, llevar a 02N

1 mL con agua destilada, para
formar concentraciones de (5,

/ N\
10, 15, 20 y 25 pg/mL). Blanco Mezclar con vortex y
1 mL H0O dest. reposar por 5 minutos a
temperatura ambiente.
\ / . | y
Seguir en forma similar a Adicionar 2,5 mL de
la muestra. Na,CO35 % mezclar e
incubar en la oscuridad
por 40 minutos.
J

Leer en espectrofotdmetro
a725nm

/ Estandar: disolver 25 mg de \
acido galico en 25 mL de
metanol.

5 mL de la solucién llevar a 100
mL de agua destilada (50

Hg/mL)

\_ )
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Anexo 9. Proceso de cuantificacion de los compuestos fendlicos presentes en la

fraccion de acetato de etilo. Ayacucho 2023.

a) Muestra de la fraccion de acetato de etilo a 0,1 mg/mL.

b) Se agregé el reactivo de Folin-Ciocalteu

c) Se agrego el bicarbonato de sodio al 5 % y se incubo en la oscuridad por 40
minutos.

d) Lectura en el espectrofotometro a una longitud de onda de 725 nm.
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Anexo 10. Curva de calibracion obtenida para el &cido gélico. Ayacucho 2023.
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Anexo 11. Diagrama del procedimiento para determinar el efecto hipoglicemiante de los

compuestos fendlicos.

[ Compuestos fendlicos

( ‘ )

Medir los niveles de glucosa antes
de los tratamientos

. ‘ J

e _ A
Induccién con aloxano 150 mg/kg

por 3 dias.
\ J

| §

Medir los niveles de glucosa después de la
induccion y suministrar los tratamientos

e \-
Suero fisiolégico

. J

( )

Aloxano 150 mg/kg

\_ J
~
Aloxano 150 mg/kg + ( \ f \
Glibenclamida 5 mg/Kg . Interpretacién de
Medicion los resultados
- J de la
licemia porel AUC y el
( A » 9 porcentaje de
Aloxano 150 mg/kg + alasO,2, eficacia
Insulina 4 Ul/mL 4y6h N
L ) hipoglicemiante.
- N )\ J
Aloxano 150 mg/kg +
Insulina 4 Ul/mL
& J
N
[ Comp. fendlicos 50 mg/Kg
J

Comp. fendlicos 100
mg/kg

Comp. fendlicos 200
mg/kg =)
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Anexo 12. Pesado y medicion de los niveles de glicemia antes de la aplicacion de los
tratamientos. Ayacucho 2023.

de ﬁwes-h'gﬂa‘o’n
op. Enciso

a) Adaptacion de las ratas en jaulas por 7 dias.
b) Medicion de los niveles de glicemia.

c) Glucémetro Accu-Chek Instant®.
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Anexo 13. Aplicacion del aloxano para la induccién de la hiperglicemia. Ayacucho 2023.

a) Induccién con aloxano 150 mg/kg por via intraperitoneal por 3 dias seguidos.
b) Medicion de la glucosa después de la induccién con aloxano.
c) Niveles de hiperglicemia medidos por el Glucémetro Accu-Chek Instant®.
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Anexo 14. Administracion de la fraccion de acetato de etilo rico en compuestos fendlicos

como también la glibenclamida e insulina. Ayacucho 2023.

a) Administracion de los compuestos fendlicos presentes en la fraccion de acetato de
etilo por via oral mediante una cénula orogastrica.
b) Medicion de los niveles de glucosa en los diferentes tiempos.

c) Niveles de glucosa a las 6 horas de tratamiento
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Anexo 15. Valores de los niveles de glucosa en distintos tiempos y el promedio del area
bajo la curva. Ayacucho 2023.

N Peso 9licemi Tiempo horas glicemia  AUC promedio
Grupo - @ 2 basal (mg/dL) mg/dL x AUC mg/dL
9 mgdL 0o 2 4 6 h x h
1 215 102 100 98 105 99 605
2 218 96 88 92 98 95 563
Blanco 3 200 87 96 91 85 88 536 559,8
4 210 08 94 87 89 95 541
5 205 103 93 87 95 97 554
1 189 102 369 388 394 412 2345
2 185 92 344 369 446 455 2429
A'Or’g}l‘(’gﬁo 3 190 87 374 383 391 396 2318 2363
4 210 89 377 389 395 401 2346
5 203 93 372 396 403 407 2377
1 175 85 327 187 102 93 998
Aloxaﬁo 150 2 209 96 305 165 116 98 965
mg g +
Glibenelanidas 3 180 102 256 180 111 83 921 955,4
ma/kg 4 206 99 321 157 93 80 901
5 195 87 334 175 109 90 992
1 187 80 414 46 33 44 616
Aloxano 150 2 214 87 38 58 42 40 626
mg/kg + Insulina 3 189 99 418 42 76 76 730 679
4 Ul/mL 4 208 94 445 58 56 68 741
5 197 87 382 75 54 42 682
Aoxano 150 1 140 97 266 221 143 97 1091
malkg + 2 162 87 248 208 132 111 1039
Compuestos 3 190 83 261 201 153 119 1088 1083,2
feno"f;ES 50 4 164 89 305 211 142 103 1114
mg’kg 5 172 98 311 197 144 91 1084
Aoxano 150 L 187 84 308 228 77 83 1001
malkg + 2 180 97 273 160 144 106 987
Compuestos 3 157 98 339 194 101 108 1037 978
fe”O“C/C;(S 100 4 217 101 287 187 102 87 952
mg’kg 5 183 94 253 169 114 94 913
Aoxano 150 L 180 86 346 165 108 80 972
malkg + 2 195 89 283 136 116 91 878
Compuestos 3 189 103 348 188 101 87 1013 945,4
fe”O"C/C;(S 200 4 201 94 343 172 102 84 975
mg’kg 5 210 106 261 150 118 92 889
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Anexo 16. Niveles de glucosa de los tratamientos segun el tiempo. Ayacucho 2023.

Niveles de glucosa (mg/dL)

Tratamiento Oh 2h 4h 6h
mg/dL mg/dL mg/dL mg/dL

Blanco 94,2 + 1,96 91 +2,02 94,4 + 3,49 94,8 +1,85
Aloxano 150mg/Kg 367,2+£594 3850+450 40581024 414,2+ 10,55
Glibenclamida 5mg/kg 308,6 £13,99 172,8+533 106,2+3,99 88,8+3,28
Insulina 4 Ul/mL 409,0 + 11,53 55,8 +5,76 52,2+ 7,27 54,0+ 7,48
Comp. fendlicos 50 mg/kg 278,2+ 1255 207,6 +4,17 142,8+3,34 104,2 4,96
Comp. fendlicos 100 mg/kg 292,0+ 14,78 187,6 +11,79 107,6 10,90 95,6 +4,98
Comp. fendlicos 200 mg/kg 316,2 £18,39 162,2+8,96 109,0+3,49 86,8+2,22
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Anexo 17. Porcentaje de eficacia hipoglicemiante de los compuestos fendlicos.

Tratamiento

% eficacia hipoglicemiante

2h 4h 6h
Glibenclamida 5 mg/kg 43,42 65,16 71,03
Insulina 4 Ul/mL 86,23 87,25 86,91
Comp. fendlicos 50 mg/kg 24,70 48,31 62,03
Comp. fenélicos 100 mg/kg 38,05 59,21 66,98
48,52 64,77 72,00

Comp. fendlicos 200 mg/kg
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Anexo 18. Anadlisis de varianza del area bajo la curva de los diferentes grupos
experimentales. Ayacucho 2023.

ANOVA
< . Sumade Media .
Area bajo la curva cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 10607762,7 6 1767960,4 873,47 0,00
Dentro de grupos 56674,0 28 2024,07
Total 10664436,7 34
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Anexo 19. Prueba de comparaciones multiples de Tukey del area bajo de la curva de

los diferentes grupos experimentales. Ayacucho 2023.

Tratamientos N Subconjunto para a = 0.05
a b C d e
Blanco 5 559,80
Insulina 4 Ul/mL 5 679,00
CF 200 mg/kg 5 945,40
Glibenclamida 5 mg/kg 5 955,40
CF 100 mg/kg 5 978,00
CF 50 mg/kg 5 1083,20
Aloxano 150 mg/kg 5 2363,00
Sig. 1,000 1,000 ,908 1,000 1,000
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Anexo 20. Prueba de Dunnett del area bajo la curva de los diferentes grupos

experimentales.
Intervalo de

AUC Diferencia Desv. Sig. con-fianza al 95-%

de medias Error Limite Limite
(1-3) inferior  superior
CF50mgkg  Glibenclamida 127,80000° 30.48842  0.002 46.9739  208.6261
CF 100 mg/kg Glibenclamida  22.60000  30.48842  0.870 -58.2261 103.4261
CF 200 mg/kg Glibenclamida -10.00000 30.48842  0.992 -90.8261  70.8261

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparan todos los demas

grupos con este.
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Anexo 21. Andlisis de varianza del porcentaje de eficacia hipoglicemiante de los
diferentes grupos experimentales. Ayacucho 2023.

% de eficacia

hipoglicemiante a Sumade al Media F Sig
cuadrados cuadrética '
las 6 horas
Entre grupos 1738,46 4 434,62 17,30 0,00000282
Dentro de grupos 502,54 20 25,13
Total 2241,00 24

83



Anexo 22. Prueba de comparaciones multiples de Tukey del porcentaje de eficacia
hipoglicemiante de los diferentes grupos experimentales. Ayacucho 2023.

Subconjunto para a = 0,05

Tratamiento N
a b c
CF 50 mg/kg 5 62,03
CF 100 mg/kg 5 66,98 66,98
Glibenclamida 5 mg/kg 5 71,02 71,02
CF 200 mg/kg 5 71,99
Insulina 4 Ul/mL 5 86,91

Sig. 0,068 0,525 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media arménica = 5.000.
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Anexo 23. Prueba de Dunnett del porcentaje de eficacia de los diferentes grupos

experimentales.

Intervalo de confianza al

Diferencia
. . . Desv. . 95%
Eficacia de r(rr_ic)llas Error Sig. Limite Limite
inferior superior
CF50mg/kg Glibenclamida 12,78000 3.04884 0.002 4.6974 20.8626
CF 100 mg/kg Glibenclamida  2.26000 3.04884 0.870 -5.8226 10.3426
CF 200 mg/kg Glibenclamida  -1.00000 3.04884 0.992 -9.0826 7.0826

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

a. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparan todos los demas
grupos con este.
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Anexo 24. Matriz de consistencia

Titulo Problema Objetivos Hipotesis Marco  Variables Metodologia
tedrico

Efecto Problema Objetivo general Hipotesis Antece  Variable Tipo de investigacion Basica - experimental.
hipoglicemiante  principal Evaluar el efecto hipoglicemiante de alterna: Los dentes Independiente:  Poblacién
de los ¢Tendra los compuestos fendlicos aislados compuestos del Los compuestos Hojas de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja
compuestos efecto de las hojas de Kalanchoe pinnata fendlicos aislados estudio  fendlicos del aire” procedente del distrito de Kimbiri,
fendlicos hipoglicemia  (Lam.) Pers “hoja del aire” en ratas de las hojas de Aspecto aislados de las provincia La Convencion del departamento de
aislados de las nte los albinas con hiperglicemia inducida. Kalanchoe S hojas de Cusco.
hojas de compuestos Objetivos especificos pinnata (Lam.) botanic Kalanchoe Tipo de muestreo:
Kalanchoe fendlicos e Determinar cualitativa y Pers. “hoja del os del pinnata (Lam.) Por conveniencia
pinnata (Lam.) aislados de cuantitativamente los compuestos aire” tiene efecto Kalanch Pers. “hoja del Muestra
Pers. “hoja del las hojas de fendlicos presentes en la fraccién hipoglicemiante oe aire” Se utilizara 4 kg de las hojas de Kalanchoe
aire”; en ratas Kalanchoe de acetato de etilo aislados del en ratas albinas pinnata Indicador: pinnata (Lam.) Pers. “hoja del aire”
albinas con pinnata extracto hidroalcohdlico de las con hiperglicemia (Lam.) Fraccion acetato Unidades experimentales:
hiperglicemia (Lam.) Pers. hojas de Kalanchoe pinnata inducida. Pers. deetilo: 50,100y 35 ratas albinas que seran adquiridas del
inducida. “hoja del (Lam.) Pers. “hoja del aire”. Hipotesis nula: “hoja 200 mg/kg Instituto Nacional de Salud. Adultos entre 200
Ayacucho 2023. aire”; en e Determinar el porcentaje de los compuestos del aire” Variable + 20 g de peso.

ratas albinas
con
hiperglicemi
a inducida?

eficacia hipoglicemiante de los
compuestos fendlicos presentes
en la fraccion de acetato de etilo
aislados del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de
Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers.
“hoja del aire” en ratas albinas con
hiperglicemia inducida.

e Comparar el efecto
hipoglicemiante de los
compuestos fendlicos presentes
en la fraccién de acetato de etilo
aislados del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de
Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers.
“hoja del aire” con la glibenclamida
e insulina.

fendlicos aislados
de las hojas de
Kalanchoe
pinnata (Lam.)
Pers. “hoja del
aire” no tiene
efecto
hipoglicemiante
en ratas albinas
con hiperglicemia
inducida.

dependiente:
Efecto
hipoglicemiante.
Indicador:
mg/dL de
glucosa.

Obtencion del extracto hidroalcohdlico.
Obtencion de la fraccion de acetato de etilo.
Evaluacion de la actividad hipoglicemiante.
Se empleara el modelo experimental descrito

por Kameswara Rao, con algunas
modificaciones.
Analisis de datos: Los datos seran

procesados mediante el programa SPSS
version 26. El nivel de glucosa en cada tiempo
se determinara por el AUC utilizando el
método de los trapecios. Las diferencias
significativas de los grupos que recibiran el
tratamiento se determinaran con el andlisis de
varianza (ANOVA), la prueba de Tukey para
ver similitudes o diferencias entre las medias,
considerando un valor de p<0,05 para
establecer la significancia estadistica.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS

RESOLUCION DECANAL N° 1178-2024-UNSCH-FCSA-D
BACHILLER: Junior HUAMAN SANCHEZ

En la ciudad de Ayacucho, siendo las nueve y veinte de la mafiana del dia dieciocho del
mes de noviembre del afio dos mil veinticuatro, se reunieron en el auditérium de la
Facultad de Ciencias de la Salud los docentes miembros del jurado evaluador, para el
acto de sustentacion del trabajo de tesis titulado Efecto hipoglicemiante de los
compuestos fendlicos aislados de las hojas de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja
del aire”; en ratas albinas con hiperglicemia inducida. Ayacucho 2023. presentado por
el bachiller Junior HUAMAN SANCHEZ para optar el titulo profesional de Quimico
Farmacéutico. El jurado evaluador esta conformado por:

Presidente (Decano) : Prof. Johnny Aldo Tinco Jayo (delegado por el Decano)

Jurados : Prof. Enrique J. Aguilar Felices
: Prof. Pablo W. Comun Ventura

4to jurado : Prof. Roxana Ledn Aronés

Asesor : Prof. Edwin C. Enciso Roca

Secretario Docente : Prof. Daniel Santiago Chavez

Con el quorum de reglamento se dio inicio a la sustentacion de tesis, el presidente de la
comision pide al secretario docente dar lectura a los documentos presentados por el
recurrente, resolucion decanal y algunas indicaciones al sustentante.

Da inicio la exposicidon el Bachiller: Junior HUAMAN SANCHEZ y una vez concluida, el
presidente de la comision solicita a los miembros del jurado evaluador realizar sus
respectivas preguntas, seguidamente se da pase al asesor de tesis, para que pueda
aclarar algunas preguntas, interrogantes, aclaraciones.

El presidente invita al sustentante abandonar el auditérium para que pueda proceder
con la calificacion.

RESULTADOS DE LA EVALUACION FINAL

Bachiller: Junior HUAMAN SANCHEZ

JURADOS Texto | Exposicion | Preguntas | P.Final
Prof. Enrique J. Aguilar Felices 18 18 17 18
Prof. Pablo W. Comun Ventura 17 17 17 17
Prof. Roxana Le6n Aronés 17 17 17 17
PROMEDIO FINAL 17




De la evaluacion realizada por los miembros del jurado calificador, llegaron al siguiente
resultado: Aprobar al Bachiller: Junior HUAMAN SANCHEZ; quien obtuvo la nota final
de diecisiete (17) para la cual los miembros del jurado evaluador firman al pie del
presente, siendo las 11:00 am de la tarde, se da por concluido el presente acto
académico.
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FACULTAD DE ESCUELA PROFESIONAL DE
CIENCIAS DE LA SALUD FARMACIA Y BIOQUIMICA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD SEGUNDA INSTANCIA:

TESIS DE PREGRADO
(C°57-2024-EPFB-UNSCH)

La que suscribe, directora de escuela y docente instructor en segunda
instancia de Tesis de Pregrado, luego de verificar la originalidad de la
tesis de la Escuela profesional de Farmacia y bioquimica de la Facultad
de Ciencias de la Salud, en representacion de la decana y delegada por
Resolucion Decanal N° 077-2021-UNSCH-FCSA/D, deja constancia que
el trabajo de tesis titulado:

Efecto hipoglicemiante de los compuestos fenolicos aislados de las hojas
de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja del aire”; en ratas albinas con
hiperglicemia inducida. Ayacucho 2023.

Para optar el titulo profesional de: QUIMICO FARMACEUTICO
PRESENTADO POR: Bach. Junior HUAMAN SANCHEZ

Ha sido sometido al analisis mediante el sistema TURNITIN concluyendo
que presenta un porcentaje de 23% de indice de similitud.

Por lo que, de acuerdo con el porcentaje establecido en el Articulo 13° del
Reglamento de Originalidad de Trabajos de investigacion de pregrado de

la UNSCH. Por tanto, ES PROCEDENTE conceder la Constancia de
originalidad en segunda instancia.

Ayacucho, 07 de noviembre del 2024

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
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Docente. Thstructor
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Archivo.



Efecto hipoglicemiante de los
compuestos fenolicos aislados
de las hojas de Kalanchoe
pinnata (Lam.) Pers. “hoja del
aire”; en ratas albinas con
hiperglicemia inducida.
Ayacucho 2023.

por JUNIOR HUAMAN SANCHEZ

Fecha de entrega: 07-nov-2024 09:00p.m. (UTC-0500)
Identificador de la entrega: 2512205100

Nombre del archivo: Tesis_jJunior_HUAMAN_SANCHEZ.pdf (2.76M)
Total de palabras: 21874

Total de caracteres: 116723



Efecto hipoglicemiante de los compuestos fendlicos aislados
de las hojas de Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. “hoja del aire”;
en ratas albinas con hiperglicemia inducida. Ayacucho 2023.

INFORME DE ORIGINALIDAD

234 21%  11% 11«

INDICE DE SIMILITUD FUENTES DE INTERNET  PUBLICACIONES TRABAJOS DEL
ESTUDIANTE
FUENTES PRIMARIAS
repositorio.unsch.edu.pe 1 OO
Fuente de Internet %

Submitted to Universidad Nacional de San 6‘V
Cristébal de Huamanga ’

Trabajo del estudiante

=)

hdl.handle.net 1 o
0

Fuente de Internet

e

Juan R. Centuridén, Antonia K. Galeano, Maria 1 o
L. Kennedy, Miguel A. Campuzano-Bubilitz. ’
"Modelos murinos utilizados en la

investigacion de la Diabetes mellitus",

REVISTA CON-CIENCIA, 2022

Publicacién

-~

repositorio.usanpedro.edu.pe ’] o
0

Fuente de Internet

2

www.grafiati.com <1 o
0

Fuente de Internet




fdocument.or

Fuente de Internet g <1 %
www.dspace.uce.edu.ec

n Fuente deInteEnet <1 %
encolombia.com

n Fuente de Internet <1 %
dspace.espoch.edu.ec

Fuerll:t)e deInterneE <1 %
repositorio.uia.ac.cr:8080

Fuenpte de Internet <1 %

L. Diaz Naya, E. Delgado Alvarez. "Diabetes <1 o
mellitus. Criterios diagnaosticos y clasificacion. ’
Epidemiologia. Etiopatogenia. Evaluacion
inicial del paciente con diabetes", Medicine -
Programa de Formacion Médica Continuada
Acreditado, 2016
Publicacién
livrosdeamor.com.br

Fuente de Internet <1 %

atents.gooqgle.com

Igjentedelntegnet g <1 %
repositorio.ucv.edu.pe

Fuenpte de Internet p <1 %
ciencialatina.or

Fuente de Internet g <1 %




repositorio.lamolina.edu.pe <1
Fuente de Internet %
S <1
s eerape <1
posioriounep edupe <Tw

Excluir citas Activo

Excluir bibliografia Activo

Excluir coincidencias

< 30 words



	2.5. Diabetes mellitus
	El término diabetes mellitus se refiere a una enfermedad metabólica de diversas etiologías caracterizada por cambios en el metabolismo de los carbohidratos, proteínas y grasas e hiperglucemia crónica debido a la secreción y acción incorrecta de la ins...
	2.5.1. Clasificación de la diabetes mellitus
	La diabetes suele clasificarse a base en la etiología y la fisiopatología, pero también incluye la capacidad de describir aspectos de la historia natural del paciente.

