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INTRODUCCION

La diabetes es una enfermedad cronica que aparece cuando el pancreas no produce
suficiente cantidad de la hormona que regula el azucar en la sangre llamada insulina o
cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina que produce. El efecto de la
diabetes no controlada es la hiperglucemia, que con el tiempo dafia gravemente muchos

organos y sistemas, especialmente los nervios y los vasos sanguineos. (3)(35)

Al afio 2000, se estim6 que mas de 35 millones de personas sufren de diabetes mellitus
en nuestro continente. El 54% corresponde a América Latina y el Caribe, con una
proyeccion de 64 millones al 2025. (Barcelo A y Rajpathak S 2001). Dicha enfermedad
constituye la segunda causa de morbi-mortalidad en el mundo, y en el Ecuador ocupa el
sexto lugar. Datos proporcionados por la Fundacion Ecuatoriana de Diabetes (FED)
estima que en el pais unicamente el 20% de pacientes esta diagnosticado y el 90% de

ellos recibe tratamiento. (2)

Las medidas preventivas y el uso de farmacos dirigidos a reducir la glucemia, es de suma
importancia, éstos deben presenten pocos efectos adversos. En este sentido, el empleo de
fitoterapia en el tratamiento de la diabetes puede ser de utilidad en combinacioén con la
terapéutica convencional, pues hay plantas medicinales con actividad hipoglicemiante,

comprobada, eficaces y con una baja incidencia de efectos adversos en tratamientos.

(2)35)

La semilla del alpiste (Phalaris canariensis) es originaria en Espafia y Marruecos,
Canadéd y Australia, pero que ha sido introducida en paises latinoamericanos. Su uso
comun es como alimentos para pajaros, pero popularmente se le atribuye distintas
propiedades medicinales, esta pequefia planta que apenas sobrepasa el metro de altura, y
de las que se utilizan sus semillas, frutos o granos, es alabada por ayudar a contra llevar a
la diabetes, ya que sirve para un mejor flujo sanguineo en sus pacientes, esto es debido a
los acidos grasos de tipo Omega 3 que contiene. En cuanto a obesidad se refiere, a esta

planta se le atribuyen funciones de metabolismo importantes, aparte de contrarrestar el



sobrepeso (directamente asociado a la diabetes). Ademas el alpiste también sirve para
otras condiciones como cirrosis, cistitis, reductor de lipidos grasos en la sangre.

(29)(40)(46)

Estas propiedades estan atribuidas por su composicion, que estd conformada de
proteinas, que trabajarian sobre diferentes areas del sistema digestivo. Ademas, la semilla
del alpiste contiene fibra, que facilitan los procesos digestivos. Por otra parte, el alpiste

posee entre sus componentes, acidos salicilico y oxalico. (46) (47)

La presente Tesis tiene como objetivo comprobar y documentar la actividad
hipoglicemiante de la semilla de alpiste y dar a conocer los metabolitos secundarios que
se encuentran en el extracto acuoso para su potencial aplicacion en el tratamiento de la

diabetes.

Esta Tesis fue ejecutada en el Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de
Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, se utilizé un extracto acuoso
de la semilla de alpiste (Phalaris canariensis) , y se realizaron ensayos in vivo para Mus
musculus, con tres dosis diferentes y evaluando la actividad hipoglicemiante utilizando

sobrecarga de sacarosa.



CAPITULO1

1. MARCO TEORICO

1.1 DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus (DM) es un conjunto de trastornos metabolicos, que afecta a
diferentes Organos y tejidos, dura toda la vida y se caracteriza por un aumento de los
niveles de glucosa en la sangre. La causan varios trastornos, siendo el principal la baja
produccion de la hormona insulina, secretada por las células B de los Islotes de
Langerhans del pancreas enddcrino, o por su inadecuado uso por parte del cuerpo, que
repercutird en el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas. El origen del
nombre es griego y etimoldgicamente significa dulzura o miel (mellitus) que pasa a

través (diabetes). (1)(2)(3)

La Diabetes Mellitus (DM) es una de las enfermedades no transmisibles méas comunes a
escala mundial se considera como una epidemia en muchos paises desarrollados y
recientemente industrializados, especialmente la diabetes tipo II (DM2), que se ha
constituido en un problema de salud publica y de alto costo, se ha incrementado
considerablemente en los ultimos afios, ocupando uno de los diez primeros lugares
como causa de consulta médica y hospitalizacion a nivel mundial. Para el afio 2000, se
estimé que alrededor de 171 millones de personas eran diabéticos en el mundo y que

llegaran a 370 millones en 2030. (1)(3)
1.1.1 CLASIFICACION DE LA DIABETES
La clasificacion propuesta por el Comité de Expertos de la Asociacion Americana de

Diabetes (ADA), por el Comité Asesor de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

y acogida por la Asociacion Latinoamericana de Diabetes (ALAD) y por la Sociedad



Ecuatoriana de Endocrinologia (SEE), se basa en su etiologia y caracteristicas

fisiopatologicas. (Tabla N°1) (3)

TABLA N° 1. CLASIFICACION DIABETES MELLITUS.

CLASIFICACION DE LA DIABETES MELLITUS

1. Diabetes mellitus tipo 1
A. Autoinmune
B. Idiopatica
2. Diabetes mellitus tipo 2
1. Predomina la resistencia a la insulina scbre los defectos
relativos en la sacrecidn de la hormona
2. Predominan los dzfectos en la secrecion de insulina frente a
la presencia de resistencia a la insulina
3. Otros tipos especificos de diabetes mellitus
A. Defeclos geneticos de la funcion de la célula B
1. Gromosoma 12, HNF-1« (MODY 3)
2. Gromosoma 7, glucocinasa (MODY 2)
3. Cromosoma 20, HNF-4« (MODY 1)
4. ADN mitocendrial
5. Otros
. Defectos genéticos en la accion de la insulina
1. Resistencia a la insulina tipo A
2. Leprechaunismo
3. Sindrome de Rabson-Mendanhall
4. Diabetes lipoatrofica
5. Otros
G. Enfermedadas del pancreas exocrino
1. Pancreatitis
2. Pancreatectomia/traumatismo
3. Neoplasia
4. Fibrosis quistica
5. Hemocromatosis
6. Pancreatopatia fibrocalculosa
7.0tras
. Endocrinopatias
1. Acromegalia
2. Sindrome de Cushing
3. Glucagonoma
4. Feocromocitoma
5. Hiperiroidismo
6. Somatostatinoma
7. Aldosteronoma
8. Otras

(==J
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E. Inducidas por farmacos o sustancias quimicas
1. Vacor
2. Pentamidina
3. Acido nicotinico
4. Glucocorticoides
5. Hormanas tiroideas
6. Diazoxido
7. Agonistas B adrenergicos
8. Tiazidas
9. Dilantin
10. Interferon o
11. Otros
F. Infecciones
1. Rubéola congénita
2. Citomegalovirus
3. Otras
G. Formas infrecuentes de diabetes autcinmunes
1. Sindroma del hombrz rigido (Stitf-man syndr
2, Anticuerpos conira el raceptor de la insulina
3. Otras
H. Otros sindromes en ocasiones asociados a diab
1. Sindromz de Down
2. Sindrome de Klinefelter
3. Sindroms de Tumer
4. Sindroma de Wolfram
5. Ataxia de Friedreich
6. Corea de Huntington
7. Sindrome de Lawrence-Mcon-Biedel
8. Distrofia miotonica
9. Porfiria
10. Sindrome de Prader-Willi
11. Otros

4. Diabetes mellitus gestacional

FUENTE: AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 1997

1.1.1.1 Diabetes Tipo 1

Es es una enfermedad autoinmune, que requiere para su control de la administracion

diaria de insulina. Se presenta generalmente en forma brusca, y con mayor frecuencia en

nifios y adultos jovenes. Se produce porque las células del pancreas encargadas de

fabricar insulina, llamadas células B (células beta §), detienen su trabajo o producen



cantidades insuficientes de esta hormona. Esto lleva a que la glucosa en la sangre o
glucemia, aumente a valores anormales, llegando a hiperglucemia. En la clasificacion
actual la DM1 se subdivide en dos subtipos, a saber, la DM1 A o autoinmune y DM1 B
o idiopatica. (36)(35)

Diabetes Mellitus tipo 1°

Aproximadamente uno de cada 10 pacientes con diabetes presenta este tipo de DM. El
pico de nuevos casos se produce entre los 10-12 afios, aunque la mitad de los mismos se

diagnostican en pacientes mayores de 15 afios. (51)

Es una enfermedad inmunoinflamatoria crénica en la que existe una destruccion
selectiva de las células B del pancreas mediada por linfocitos T activado. En ella, y tras
un periodo pre clinico de duracién variable, en el que el paciente permanece
asintomatico, cuando la masa de células productoras de insulina llega a un valor critico
el paciente presenta la sintomatologia clasica generada por la insulinopenia y la
hiperglucemia y una irrefenable tendencia a la cetosis si no se instaura tratamiento con
insulina exdgena. Como en la mayoria de enfermedades autoinmunes, el proceso resulta

de la interaccion de factores ambientales y genéticos. (36)

Diabetes Mellitus tipo 1B o Idiopatica

Se conoce poco de su etiologia, evolucion y pronostico. Como contraposicion a la DM1
A, describe a aquellos pacientes con insulinopenia inicial, tendencia a la cetosis o

cetoacidosis, en los que no se encuentran datos de autoinmunidad. (36)

Cabe sefialar que la insulinopenia puede ser fluctuante a lo largo de la enfermedad, pero

que en algunas poblaciones (japonesa) puede tener un caracter fulminante. (36)



1.1.1.2 Diabetes Tipo 2

Conocida anteriormente como diabetes no-insulino dependiente es una enfermedad
metabolica caracterizada por altos niveles de glucosa en la sangre, debido a una
resistencia celular a las acciones de la insulina, combinada con una deficiente secrecion
de insulina por el pancreas. Se presenta habitualmente en adultos mayores de 40 afios
con sobrepeso, es la forma mas comun, ya que el 90% de los diabéticos son no

insulinodependiente. (35) (36)

Un paciente puede tener mas resistencia a la insulina, mientras que otro puede tener un
mayor defecto en la secrecion de la hormona y los cuadros clinicos pueden ser severos o

bien leves. (36)

En situaciones en las que predomina la resistencia a la insulina, la masa de células [
sufre una trasformacion capaz de aumentar su oferta de insulina y compensar la
excesiva y anémala demanda. Sea cual sea el defecto inicial en la patogenia de la DM2,
el fracaso de la célula beta pancredtica es una condicion indispensable en el desarrollo

final de la enfermedad y en su presentacion clinica. (2) (36)

La deficiente disponibilidad de las funciones de la insulina conlleva a un deficiente
metabolismo celular, resultando en un aumento en los acidos grasos, en los niveles
circulantes de triglicéridos y un descenso en la concentracion de la lipoproteina de alta
densidad (HDL). La hiperglucemia larga causa dafios en los nervios, 0jos, rifiones,
corazdn y vasos sanguineos. La cetoacidosis puede ocurrir en estos pacientes como
resultado de estrés, como una infeccidon, la administraciéon de ciertos medicamentos
como los corticosteroides, deshidratacion o deficiente control de la enfermedad. La
resistencia a la insulina es un importante contribuyente a la progresion de la enfermedad

y las complicaciones de la diabetes. (14) (36)

La diabetes tipo 2 es una enfermedad frecuente y subdiagnosticada que plantea desafios
para su tratamiento. La introduccion de nuevos farmacos orales en los ultimos tres afios

ha ampliado la gama de opciones disponibles para el tratamiento de la diabetes tipo 2.



A pesar de la mayor seleccion de agentes farmacoldgicos, es necesario destacar que el
tratamiento de primera eleccion son los enfoques no farmacologicos incluyendo la
modificacion de la dieta, control de peso y ejercicio regular. Una dieta combinada con
egjercicio con el objeto de perder peso logra mejorar significativamente la sensibilidad
celular a la insulina incluso antes de llegar al peso ideal. Se ha demostrado que el hacer
gjercicio y perder peso en pacientes diabéticos y pre diabéticos reduce su mortalidad y

mejora su condicion de vida. (1)

1.1.1.3 Diabetes Gestacional

En la segunda mitad de la gestacion se requiere un estado fisioldgico de resistencia a la
insulina para dirigir los nutrientes almacenados en la madre hacia la unidad
fetoplacentaria y dar un crecimiento adecuado al feto; sin embargo, cuando las mujeres
desarrollan diabetes mellitus gestacional, la resistencia a la insulina es mas acentuada,
lo cual modifica el medio intrauterino y causa crecimiento acelerado del feto, con
riesgo elevado de macrosomia. Aunque existen varios factores que se consideran de
riesgo para este trastorno los mas importantes son: mayor edad en la madre, familiares

de primer grado con diabetes y mayor indice de masa corporal pregestacional. (7)

1.1.1.4 Otros tipos especificos de diabetes mellitus.

Engloba una serie de entidades de fisiopatologia muy polimorfa, la manera de
presentacion de estos tipos de DM variara enormemente dependiendo de la causa
subyacente. En la mayoria de ellas, la historia familiar, los antecedentes patologicos
acompafiantes y de la medicacion recibida nos ayudard a su identificacion. En su
conjunto, corresponden menos del 10% de casos DM. Individualmente, algunas formas

son en extremo raras. (36)(35).
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1.1.2 SINTOMAS DE DIABETES MELLITUS

No todas las personas con diabetes tienen los mismos sintomas de hiperglucemia. En
algunas personas los sintomas pueden no ser tan evidentes o el individuo puede no
asociarlos con niveles altos de glucemia. Entre los sintomas mas comunes tenemos:

y la noche. La elevada diuresis nocturna recibe el nombre de nicturia. (22)(51)

1.1.2.1 Poliuria

El aumento exagerado de la diuresis es, quizd, la manifestacion clinica mas frecuente y
precoz. Cuando la hiperglucemia supera el dintel renal para la glucosa (= 180 mg/dL),
aparece la glucosuria que puede ocasionar pérdidas elevadas de glucosa a través de la
orina. Se produce una importante diuresis osmotica (3-4 1/dia), con eliminacion excesiva

de orina de elevada densidad durante el dia. (22)

1.1.2.2 Polidipsia

El incremento de sed es un mecanismo para contrarrestar la poliuria y evitar la
deshidratacion. Puede ser que la intensidad de la poliuria y la polidipsia varie en
relacion con el nivel de glucemia, como consecuencia de variaciones en el dintel renal
para la glucosa, que suele incrementarse con la edad. Este hecho, contribuye a que estos

sintomas puedan pasar desapercibidos. (22)(51)

1.1.2.3 Polifagia

El exceso de apetito de los diabéticos es el reflejo del "hambre" de glucosa que tienen
las células y traduce la insuficiente penetracion de esta glucosa en los distintos tejidos.
Ademas, la glucosuria implica una pérdida de "energia calérica" en forma de glucosa a

través de la orina, que es necesario compensar. (22)(51)



1.1.2.4 Astenia

El cansancio es consecuencia de la alteracion del metabolismo de la glucosa a nivel de
las células musculares. Ademas de este déficit de "energia glucosa" en el tejido
muscular, el deficiente aprovechamiento de las proteinas y de las grasas, asi como la
disminucion del glucogeno en higado y musculo, contribuyen al agotamiento progresivo

de la persona diabética. (51)

1.1.2.5 Pérdida de peso

El adelgazamiento es también consecuencia de la pérdida de energia mediada por la
glucosuria. Pero ademads, otras manifestaciones de la falta del efecto anabodlico de la
insulina en los tejidos como la disminucion de la lipogénesis y el aumento de la lipolisis
en el tejido adiposo, asi como la protedlisis aumentada y la disminucion de la sintesis de

proteinas, colaboran significativamente en la pérdida de peso del diabético. (22)(51)

1.1.3 DIAGNOSTICO

1.1.3.1 Pesquisa

La glicemia en ayunas en sangre venosa determinada en el laboratorio es el método de
eleccion para hacer pesquisa y diagnosticar DM2 en adultos. Los métodos en sangre

capilar son sdlo de control, no diagndsticos. (33)

Indicaciones:

1) Todo sujeto mayor de 45 afios.

2) Si la glicemia es normal, (<100 mg/dL.), repetir cada 3 afios.

3) Menores de 45 afios con sobrepeso (IMC >25 IMC) con una o mas de las siguientes
condiciones:
- Parientes de primer grado diabéticos (padres, hermanos)
- Mujer con antecedente de recién nacido macrosomico (> 4 Kg) o historia de

diabetes gestacional.



- Hipertensos (>140/90 mmHg)

- HDL. <35 mg/dL. y/o triglicéridos > 250 mg/dL.

- Examen previo con intolerancia a la glucosa.

- Estados de insulino resistencia. (Sindrome de ovario poliquistico, acantosis
nigricans)

- Historia de enfermedad vascular.(28)(33)

Si el resultado de la glicemia en ayunas es >100 y <126 mg/dL, efectuar como segundo
paso, una nueva glicemia en ayunas. Si este segundo examen contintia dentro de los
rangos descritos, se diagnosticara una glicemia alterada en ayunas o pre-diabetes; si es
>126 mg/dL, corresponde realizar una prueba de tolerancia a la glucosa oral (PTGO),

como se muestra en la Figura N°1.

No existe evidencia que apoye la utilizacion de hemoglobina glicosilada (HbAlc) ni de

insulinemia con fines diagnosticos. (28)(33)

1.1.3.2 Criterios de diagnostico

El diagnostico de DM puede establecerse ante las siguientes situaciones:

- Sintomas clasicos de diabetes y una glicemia en cualquier momento del dia y sin
relacion con el tiempo transcurrido desde la Gltima comida mayor o igual a 200
mg/dL.

- Glicemia en ayunas mayor o igual a 126 mg/dL. (Ayuno se define como un

periodo sin ingesta caldrica de por lo menos ocho horas).
- Glicemia mayor o igual a 200 mg/dL. dos horas después de una carga de 75 g de
glucosa durante una PTGO. (2)(3)(33)

El diagnostico de DM debe confirmarse con un segundo examen alterado en un dia

diferente. (2)(3)



Estados de intolerancia a la glucosa o pre-diabetes

Glicemia en ayunas alterada:

Glicemia en ayunas >100mg/dL y <126mg/dL, en 2 dias diferentes.

Intolerancia a la glucosa oral:

Glicemia a las 2 horas post carga de 75 gramos de glucosa >140mg/dL y < 200mg/dL,
en 2 dias diferentes. (33)

Prueba de tolerancia a la glucosa oral (PTGO):

Determinacion de una glicemia en ayunas y otra a las 2 horas post carga de 75 g de
glucosa. Los 75 g de glucosa se disuelven en 250 mL de agua fria, o 1,75 g de glucosa

/kg de peso en nifios, hasta un maximo de 75 g. (17)

Condiciones para efectuar la prueba:

- Alimentacion previa sin restricciones y actividad fisica habitual, al menos 3 dias
previos al examen.

- Suspender drogas hiperglucemiantes (corticoides, tiazidas) 5 dias antes de la
prueba.

- Permanecer en reposo y sin fumar durante el examen.

- No se debe efectuar en sujetos con cuadro febril, infecciones o que cumplan los

criterios diagnodsticos de diabetes con glicemias en ayunas (> 126 mg/dL). (17)

Criterios diagndsticos con Prueba de Tolerancia a la Glucosa Oral
- Glicemia 2 h post carga <140mg/dL: Tolerancia normal a la glucosa
- Glicemia 2 h post carga 140-199 mg/dL: Intolerancia a la glucosa
- Glicemia 2 h post carga > 200 mg/dL: Diabetes (17)(33)
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Sintomatico Glicemia =200 mg/d|
(polidipsia, poliuria y g Diabetes

cualquier hora del dia
baja de pesc

inexplicada) l—-l = 126 mg/d H Diabetes
=126 mg/ dl Repetir glicemia

<1286 mg/dl

—* 210_{} y <126 L Intolerancia
Asintomatico | Repetir mg/di a la glucosa
) y 2100 v <126 mg/dl glicemia an ayunas
glicema en ayunas
\—>| >126 ma/dl | PTGO"

—'I Glicemia =100 mg/dl y glucosuria (+) I—‘| PTGO*

*PTGO: Prueba de tolerancia a la glucosa oral

FUENTE: CANADIAN DIABETES ASSOCIATION, 2003.

FIGURA N° 1. CRITERIOS DE DIAGNOSTICO DE DIABETES MELLITUS.

1.1.4 TRATAMIENTO DE LA DIABETES MELLITUS

1.1.4.1 Tratamiento no Farmacologico

El tratamiento no farmacologico de la diabetes mellitus comprende principalmente: un
plan de alimentacion, ejercicio fisico y habitos saludables; con el objeto de reducir el
peso en la diabetes mellitus tipo 2 lo que disminuye la glicemia, el perfil lipidico y la
hipertension arterial incrementando la sensibilidad a la insulina, es decir reduce los

factores de riesgo cardiovascular. (3)(22)

1.1.4.2 Tratamiento farmacologico de la Diabetes Mellitus tipo 1

El tratamiento farmacolégico para pacientes con diabetes mellitus tipo 1 es la insulina,
éste debe ser iniciado tan pronto como se realice el diagnostico para prevenir la
descompensacion metabdlica y la cetoacedosis, usualmente dentro de las primeras 24

horas si se demuestra cetonuria. (3)(22)

Debido a su estructura proteica, la insulina no puede ser administrada por via oral ya

que se hidroliza en contacto con los jugos gastrointestinales. Ademads, como
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consecuencia de su tamafio molecular, es dificil administrarla convenientemente a
través de las mucosas. En general, se administra por via subcutanea, pero con la
insulina regular de accion rapida se pueden utilizar otras vias de administracion como la

intramuscular, intravenosa e intraperitoneal. (22)

Existe una variedad de preparaciones de insulina que estdn disponibles actualmente,
pero la terapia debe ser individualizada dependiendo de las necesidades especificas de

cada paciente. (3)

1.1.4.3. Tratamiento farmacologico de la diabetes mellitus Tipo 2.

El tratamiento farmacologico es complementario y no suplementario a las medidas no
farmacoldgicas y estd dirigido a corregir las causas fisiopatologicas de la enfermedad,

es decir la insulinoresistencia y la deficiencia de secrecion de insulina. (6)

En la actualidad se cuenta con tres grupos de medicamentos orales de diferente

mecanismo de accion.

1) Drogas insulino-secretoras: sulfonilureas y meglitinidas.
2) Drogas insulino-sensibilizadoras: biguanidas y tiazolidinedionas (glitazonas).
3) Inhibidores de la absorcion intestinal de monosacaridos: inhibidores de las alfa

glucosidasas intestinales, Potenciadores de incretina (5)

1) Drogas insulino-secretoras

a) Sulfonilureas

Su mecanismo de accidon es complejo y se basa principalmente en el estimulo de la
secrecion pancreatica de insulina, por lo que s6lo son eficaces cuando hay secrecion
enddgena de esta hormona. Se recomienda iniciar con dosis bajas, que serdn aumentadas

paulatinamente segun la respuesta observada. (3)

Estan principalmente indicados en pacientes diabéticos no obesos, la reaccion adversa

mas frecuente de las sulfonilureas es producir hipoglucemia, que en ocasiones requiere
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asistencia médica por coma o convulsiones especialmente en personas mayores a 65

afos. (17)

Glibenclamida

La glibenclamida es un medicamento hipoglicemiante oral de la clase de las

sulfonilureas.
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FUENTE: SELF-MADE BY FVASCONCELLOS.2006

FIGURA N° 2. EXTRUCTURA QUIMICA GLIBENCLAMIDA.

Se absorbe rapidamente por via oral y se une a proteinas plasmaticas. Su vida media es
de aproximadamente 5 horas. Su pico maximo se alcanza a las 2 6 4 horas posteriores a
su administracion. Han sido identificados dos metabolitos hidroxilados y un tercero no
especificado que carecen de actividad hipoglicemiante significativa. Se excreta por la
orina, siendo la mitad excretada dentro de las primeras 6 horas y el resto dentro de las
siguientes 24 horas. Se excreta también por heces y por bilis. Se utiliza en el tratamiento
de la diabetes mellitus tipo 2. Para marzo del afio 2007, la glibenclamida era uno de dos
hipoglicemiante orales incluidos en la Lista de Medicamentos Esenciales de la OMS.
(38)

Administracion y posologia: Iniciar con %2 tableta al dia antes del desayuno. Aumentar
cada vez '; tableta hasta estabilizar la situacion metabolica. Generalmente el efecto
maximo se consigue con una dosis diaria de 3 tabletas, pero en algunos casos puede

llegarse a las 4 tabletas. (38)

Dosis y via de administracion: El nivel de glucemia fijado como meta en el tratamiento
es, en principio, el pardmetro que rige la dosis de glibenclamida, que debera ser la

minima efectiva. El tratamiento con EUGLUCON® so6lo deberd ser iniciado bajo
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supervision médica. El paciente deberd tomar la glibenclamida a la hora y en la dosis
indicada por el médico; las eventualidades, tales como el olvido de la ingestion de una
dosis, no deben ser corregidas ingiriendo una dosis mayor en la siguiente toma. Dosis
unica diaria: Iniciar, especialmente en pacientes con tendencia a la hipoglucemia o con
peso menor de 50 kg con media tableta (2.5 mg), antes del desayuno o de la comida
principal. Si los resultados de la prueba de glucemia son satisfactorios, mantener esta
dosificacion. De no ser asi, se incrementara la dosis a razon de % en % tableta en
intervalos de una a dos semanas, bajo monitoreo constante de la glucemia hasta un

maximo de 2 tabletas (10 mg) como dosis tnica diaria. (38).

b) Metiglitinidas

Son farmacos que actian por estimulacion directa de la liberacion de insulina
principalmente en la primera fase de secrecion, por lo que su indicacion principal es el
control de las hiperglucemias postprandiales. Las reacciones adversas son

Hipoglucemias no severas, cefalea, problemas gastrointestinales (diarrea). (3)

2) Drogas insulino-sensibilizadoras

a. Biguanidas

Su primordial mecanismo de accién es inhibir la produccion hepdtica de glucosa,
disminuir la glicemia basal, no producen hipoglucemia. La principal indicacion es su

uso en pacientes con sobrepeso y obesos. (3)

b. Tiazolidinedionas (Glitazonas)

Su valioso modo de accion es influir directamente en los mecanismos intracelulares
dando insulinosensibilidad al tejido adiposo, hepatico y musculo estriado, potencia la
transcripcion de los genes que son activados por la insulina, reduciendo el flujo de
glucogendlisis, disminuyendo la lipdlisis y liberando acidos grasos no esterificados por
lo que el higado es el principal 6rgano blanco. Sus reacciones adversas son aumento de

peso, anemia por hemodilucion y edema. (3)(6)
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3) Inhibidores de la absorcion intestinal de monosacaridos

a. Potenciadores de Incretina

Actian aumentado los niveles circulantes de incretinas para reducir la glucosa

sanguinea, es una estrategia para el tratamiento de la DM2. (3)

Las incretinas son hormonas glucorreguladoras producidas en el intestino. Desempefian
un papel importante para modular las respuestas de las células de los islotes
pancredticos a la ingestion de alimentos. Las incretinas potencian la secrecion de
insulina en las células beta del pancreas en respuesta a los niveles elevados de glucosa
sanguinea que se presentan después de la ingestion de alimentos. A mas de esta funcion
una de las incretinas clave también inhibe la liberacion de glucagén en las células alfa

del pancreas en condiciones de hiperglucemia. (3)

b. Inhibidores de la Alfa Glucosamida

Su principal mecanismo de accion es retardar la absorcion intestinal de glucosa. Las
reacciones adversas son fundamentalmente gastrointestinales como dispepsia,

flatulencia y diarrea. (3)(6)

1.2 REGULACION DE LA GLUCEMIA

En condiciones normales la concentracion plasmatica de la glucosa se mantiene entre
limites estrechos producto del equilibrio entre su ingreso y salida al espacio
intravascular, lo que depende en el primero de la absorcion intestinal y de su produccion

enddgena, y en el segundo de su nivel de captacion por los tejidos. (35)

Una vez ingeridos los alimentos (periodo postprandial) aumentan los valores de insulina
circulante producto de la mayor concentracion de glucosa plasmatica y a la accion de las

incretinas (hormonas intestinales liberadas durante la alimentacion. (33) (35)
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Después de 4 a 6 horas de la ingestion de alimentos, el metabolismo pasa a una fase de
ayuno o catabolica caracterizado por la disminucion de la concentracion de insulina e

incremento de cuatro hormonas llamadas contrarreguladoras de la glucosa:

1) Glucagon: secretada por las células de los islotes pancreaticos
2) Adrenalina: sintetizada por la médula suprarrenal
3) Cortisol: sintetizada en la corteza suprarrenal

4) Hormona del crecimiento: hipofisaria. (28)(33)

O—"—0 @20
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FUENTE: WWW. PRODANIMAL/FAGRO.EDU.UY

FIGURA N° 3. REGULACION DE LA GLUCEMIA POR DIFERENTES MECANISMOS.

La compleja serie de interacciones que se establecen entre todos estos factores
determinard finalmente, los niveles de glucosa en sangre, y es imprescindible que estos
niveles no sufran excesivas oscilaciones ni se alejen de unos limites considerados como
fisiologicos. En la Figura N° 3. Se intentan resumir algunos de los factores que

intervienen en el control de la glucemia.

1.2.1 GLUCEMIA

Es la concentracion de glucosa en sangre. Es el resultado neto del equilibrio entre la

entrada y salida de glucosa al torrente sanguineo. (39)
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1.2.2 GLUCOSA

La glucosa es un monosacarido cuya formula molecular es C¢H,0s, es la principal
fuente de energia para el metabolismo celular. Se obtiene fundamentalmente a través de

la alimentacion, y se almacena principalmente en el higado en forma de glucdgeno. (41)

La glucosa es el carburante principal del metabolismo energético y fundamental para el
tejido nervioso como fuente principal de energia. Los niveles de glucosa en sangre
(glucemia) se mantienen dentro de unos limites muy estrechos y constantes gracias,
fundamentalmente, a la accién de dos hormonas: la insulina (hipoglicemiante) y el
glucagon (hiperglicemiante). Asi, tras la ingestion aumenta la glucemia pero, en las
personas con un correcto metabolismo hidrocarbonado, estos niveles descienden
rapidamente (gracias a la liberacion de insulina) de manera que tras 1,5-2 horas la

glucemia vuelve al nivel basal. (5)(10)(41)

1.2. 3 ORGANOS INVOLUCRADOS EN LA REGULARIZACION DE GLUCOSA
1.2.3.1 Pancreas: Islotes de Langerhans

Son unos acumulos de células con funcién netamente endocrina. Forman pequefios
racimos o islotes, dispersos por todo el pancreas, aunque abundan mas en la cola del

pancreas. Los islotes de Langerhans del pancreas estan formados por grupos celulares

situados entre las masas glandulares exocrinas. (45)

Pancreas: Islotes de Langerhans

Células A/a: Glucagén

élulas B/p: Insulina
[ 278 Células D/d: Somatostatina
Células F: Polipéptido pancreatici

FUENTE: WWW. PRODANIMAL/FAGRO.EDU.UY

FIGURA N° 4. PANCREAS: ISLOTE DE LANGERHANS.
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Producen al menos cuatro tipos de secreciones endocrinas y estan inervados por fibras
simpaticas y parasimpaticas que regulan esta secrecion. Las células o producen
glucagén y constituyen entre un 20 y un 30% del total de células de los islotes. Las
células B, productoras de insulina, representan entre el 40 y el 60% de la masa celular.
Las células & producen somatostatina y, al igual que las células F productoras de
polipéptido pancredtico (PP), no son mas del 5-15% del conjunto de células de los

islotes. (9)(45)

1.2.4 INSULINA

Es una hormona polipeptidica formada por 52 aminoacidos, producida y secretada por
las células beta de los islotes de Langerhans del pancreas (45) La sintesis de insulina en
las células B de los islotes pancreaticos ocurre en los ribosomas en forma de pre-pro-
insulina. Al igual que en el caso de otras hormonas peptidicas, la molécula final activa
es almacenada, tras sucesivos cambios en su recorrido a través del reticulo
endoplasmatico, en los granulos del aparato de Golgi, formando un complejo insoluble
con el zinc. (9)(45)

Las funciones de la insulina son muy variadas. Aunque las mas conocidas se relacionan
con el metabolismo de los carbohidratos, no son de menor importancia las que ejerce
sobre el metabolismo lipidico o el de las proteinas. En general, la insulina es una
hormona que estimula los procesos anabdlicos e inhibe los catabdlicos. A corto plazo
aumenta la oferta de sustratos en el interior celular para el almacenamiento de energia y
a medio plazo provoca un incremento de las actividades enzimaticas relacionadas con la

formacion de reservas energéticas.

1.2.4.1 Efectos de la insulina

Sobre el metabolismo de los hidratos de carbono, la insulina aumenta el transporte de
glucosa a través de la membrana plasmatica de las células en la mayoria de los tejidos,
excepto en el cerebro (excluyendo el centro de la saciedad hipotalamico), los tibulos

renales, la mucosa intestinal, las propias células  pancreaticas y los eritrocitos. En el
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higado, la insulina estimula la sintesis de glucégeno inhibiendo la gluconeogénesis y la

glucogendlisis. Es, por lo tanto, una hormona hipoglicemiante. (39)(45)

1.2.5 GLUCAGON

El glucagén esta formado por una cadena polipéptidica de 29 aminoacidos carente de
puentes disulfuro. Se sintetiza, al igual que la insulina en forma de pre-pro-glucagon, en

este caso en las células a de los islotes pancreaticos.

Las funciones del glucagén sobre el metabolismo de los carbohidratos son opuestas a
las de la insulina. Basicamente, el glucagon estimula la glucogenolisis en el hepatocito y

la gluconeogénesis, siendo por tanto una hormona hiperglucemiante. (39) (45)

1.2.6 TRANSTORNOS DE GLUCEMIA

1.2.6.1 Hipoglucemia

Se produce cuando los niveles de glucosa en sangre por debajo de lo normal. Algunos
de los indicios de la hipoglucemia son: temblores, mareos, sudoraciones, dolores de

cabeza, palidez, cambios repentinos en estados de animo, entre otros. (41)

Etiologia
Las causas mas comunes de hipoglucemia son la sobredosis de insulina y de

hipoglicemiante orales. Sin embargo, puede ser producto de diversas causas como:

- Comer muy poca comida

- Comer mas tarde que lo habitual

- Consumir alcohol sin comer alimentos

- Periodos de ejercicio prolongados o actividad fisica extenuante

- Ingerir demasiadas pastillas reguladoras de la glucosa o inyectarse demasiada

insulina (41)
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1.2.6.2 Hiperglucemia

Se define como el aumento de glucosa en sangre venosa y arterial. Algunos sintomas
incluyen aumento de sed, de hambre, respiracion acelerada, ndusea o vomito, vision

borrosa y resequedad de la boca. (41)

Etiologia
Las causas mas comunes de hiperglucemia son:
- Comer mucha comida o juntar demasiado
- las ingestas
- Enfermedad
- Olvidarse de tomar la medicina para la
- diabetes o la insulina
- No tomar la cantidad correcta de medicina o de insulina
- No hacer la cantidad de ejercicio habitual

- Estrés. (41)

1.3 MEDICINA NATURAL

El concepto de medicina tradicional es una nominacion convencional adoptada
recientemente por investigadores de los procesos de salud-enfermedad para referirse a
los sistemas médicos empiricos, organizados y fundamentados en las diversas culturas
del mundo. Aunque existen generalidades compartidas, cada sociedad ha elaborado un
sistema terapéutico complejo que engloba concepciones ideologicas y practicas
terapéuticas, al igual que el desarrollo de especialistas que saben coémo aplicarlas.
(9)(26). Segtn la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el término usado se refiere
tanto a los sistemas de medicina tradicional como a las diversas formas de medicina

indigena. Esta practica esta reconocida de manera académica en algunos paises.

Aunque se dice medicina natural para distinguirla de la medicina reglada, muchos
preparados naturales utilizados en la medicina natural, como los usos en fitoterapia

contienen el mismo principio activo o farmaco que los usados en la medicina



-20 -

convencional, pero preparados al margen de los procedimientos industriales, empleando

formas tradicionales como la maceracion, la infusion o la coccion.(26)

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha promovido la utilizacién de todos los
recursos existentes sin discriminaciones ideoldgicas ni politicas reconsiderando la
potencialidad, eficacia y aceptacion de las medicinas tradicionales en las culturas
populares. Con el objeto de contribuir a mantener la salud para todos los hombres, la
OMS recomienda establecer puentes de colaboracion entre los diferentes sistemas

médicos. (16)

Parte importante del patrimonio cultural de cada pueblo es este desarrollo cognoscitivo,
y a partir de ¢l se han conformado sistemas médicos empiricos teniendo como base la

apropiacion y uso de los recursos naturales del entorno biotico. (48)

No importa el nivel de desarrollo que posea, ni la region en que se desenvuelva, la
medicina natural es inherente a cada poblacion y cultura, lo que le da caracteristicas

propias, que son:

1. Distribucién mundial

. Practicas basadas en creencias

. Uso actual vigente

. Tradicion cultural oral y escrita.

. Transferencia de generacion en generacion

. Dificil transferencia entre culturas diferentes.
. Remedios confiables y seguros.

. Bajo costo. (48)

(e B e Y, I SN VS I S )

Los conocimientos se han transmitido de generacion en generacion para preservar la
vida y permitir la reproduccion y florecimiento de la propia cultura. Miles de afios de
observacion y experimentacion empirica han sido necesarios para la evolucion de los
diversos sistemas médicos empiricos alrededor del mundo, de las concepciones que los

fundamentan, asi como del conocimiento de plantas, animales y minerales que
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constituyen los nichos ecologicos. Se han seleccionado los elementos futiles con
potencialidades curativas y elaborando taxonomias y diferentes tratamientos para las

necesidades de salud que afrontan las sociedades. (30)(48)

Las principales estrategias desarrolladas para lograr esta meta han sido las
investigaciones de las plantas medicinales, para conseguir una validacion cientifica de
los tratamientos herbolarios, y la movilizacion y capacitacion de los recursos humanos
de la medicina tradicional para asi aprovechar mejor sus propiedades en beneficio de la

salud a bajos costos. (48)

1.3.1 VENTAJAS Y DESVENTAIJAS

La medicina natural a lo largo de la historia muestra varias ventajas que son de

importancia, asi como desventajas que ponen en critica el uso de la misma. (21)(23)

TABLA N° 2. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA MEDICINA NATURAL.

VENTAJAS

DESVENTAJAS

Son menos agresivas para el cuerpo.

No las someten a los mismos controles de
calidad. Muchos productos pueden no ser lo

que prometen.

Promueven el bienestar general, no s6lo combaten un
sintoma. Muchos tratamientos naturales también te

ayudan con tus emociones.

Al haber una menor supervision, también hay

un desconocimiento de sus consecuencias.

No tienen efectos a largo plazo. A diferencia de
muchas medicinas que dejan sustancias en tu cuerpo

que pueden dafiar tus organos.

Son mas lentos. La mayoria de los
tratamientos se concentran en el origen del
problema, no en el sintoma, por lo que el

sintoma puede tardar mas en desaparecer.

Son mas econdmicos. Porque no estas pagando ni el

laboratorio ni la patente.

Las dosis no estan controladas. Es dificil saber
si estas tomando o recibiendo la cantidad que

necesitas.

Son preventivos. Puedes recibir un tratamiento antes

de que aparezcan sintomas de la enfermedad.

Son holisticos, no especificos. Son menos
eficaces para aliviar un problema agudo o una

emergencia.

No son agresivos con el cuerpo. Al ser naturales,

salvo excepciones, son faciles de asimilar y eliminar.

Muchos tratamientos naturales no
estan cubiertos por el seguro, por lo que su

costo debe ser asumido de manera adicional.

FUENTE: VALADES J., 2011
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1.3.2 FITOTERAPIA

La fitoterapia, conocida también como herbolaria es la ciencia del uso extractivo de
plantas medicinales o sus derivados con fines terapéuticos, para prevencion o
tratamiento de patologias. Mas claramente la OMS la define como: "la planta que en
uno o mas de sus oOrganos contiene sustancias que pueden ser utilizadas con fines

terapéuticos."(43)

El conocimiento de las propiedades terapéuticas de las plantas es un verdadero desafio
para la ciencia moderna, dia a dia se suman importantes investigaciones clinicas y se
descubren o confirman numerosos efectos benéficos, muchos de ellos ya conocidos por
culturas milenarias. Las plantas, en todo el mundo, no sélo han sido nuestra principal
fuente de alimentacion y medicinas, sino la fuente de muchas de las aspiraciones, de los

mitos, de los significados simbolicos y de las conductas rituales humanas. (18)(19)

La fitoterapia pertenece al ambito de la medicina y se relaciona estrechamente con la
botanica y el estudio del metabolismo secundario vegetal, es ejercido por médicos y por

fitoterapeutas. (19)

1.3.3 FITOFARMACOLOGIA.

Es la rama de la farmacologia que se orienta al estudio de los extractos de plantas
medicinales o fitofarmacos. Entendiéndose por fitofarmaco al extracto estandarizado de
una parte de la planta medicinal utilizado en terapéutica. La estandarizacion se realiza

considerando alguno de los compuestos bioactivos. (11)(20)

La farmacéutica tiene su aproximacion a la fitoterapia en la farmacognosia, que da
cuenta de los constituyentes quimicos de las plantas o de sus 6rganos o partes y de las
propiedades farmacologicas de estos. La Fitoterapia moderna, se basa en el
conocimiento de la Farmacologia, y considera los aspectos farmacodinamicos y

farmacocinéticos de los medicamentos basados en plantas medicinales, en estudios pre
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clinicos y clinicos, aunque tiene su punto de origen en el conocimiento ancestral y la

experiencia de prueba y error heredada de las pasadas generaciones.(43)(48)

1.3.4 EXTRACTOS VEGETALES

Los extractos de plantas medicinales se utilizan por el hombre desde la antigliedad para
la cura de multiples dolencias. Se obtienen mediante la separacion de porciones
biologicamente activas presentes en los tejidos de plantas, con el uso de un solvente
(alcohol, agua, mezcla de estos u otro solvente selectivo) y un proceso de extraccion

adecuado. (21)(23)

Para la industria farmacéutica las plantas medicinales son una fuente de nuevas
moléculas con efectos farmacologicos, que son utilizables directamente y que permiten
obtener productos farmacéuticos con menores efectos secundarios y satisfacer las

necesidades crecientes del uso de productos naturales. (11)

Las materias primas deben cumplir con los parametros de calidad establecidos en las

norma tanto del extracto vegetal como de la forma solida. (48) (56)

1.3.5 DROGAS VEGETALES

La palabra "droga" tiene varias definiciones, segun sea el campo en el que se utilice. En
el caso de la fitoterapia, se considera que una droga es aquella parte de la planta que
contiene los principios activos con actuacion farmacoldgica para su uso terapéutico.

(33)

1.3.5.1 Especificaciones de calidad de la droga vegetal

Entre las especificaciones de calidad exigidas para la evaluacion de materias primas

vegetales con fines medicinales se encuentran:
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- Caracteristicas macroscopicas (forma, tamatfio, caracteres superficiales, textura y
fractura).

- Identificacion y cuantificacion de sustancias activas o marcadores.

- Sustancias solubles.

- Cenizas totales.

- Materias extranas.

- Contenido de agua.

- Tamafo de particulas.

- Control microbiologico.

- Metales pesados. (50)

1.3.6 RIESGO DE SU USO

Como cualquier medicamento, algunas plantas pueden provocar reacciones adversas,
intoxicacion por sobredosis o interacciones perniciosas con otras sustancias. El
consumo de plantas naturales por cualquier via realmente es un proceso de medicacion
y es importante que sea informado al médico en caso de necesidad, porque cualquier
otro farmaco podria interaccionar negativamente con la planta. Por lo tanto, es necesario
el mismo control médico estricto con las plantas medicinales que con los medicamentos

de sintesis. (56)

Es de gran importancia tener en cuenta que no todas las enfermedades se curan de una
forman efectiva, o con la rapidez requerida, con el uso de principios fitoterapeuticos.

Existen casos en los que se hace necesario recurrir a la medicina convencional. (30)(56)

1.4 ALPISTE (Phalaris canariensis)

El alpiste es una planta graminea de la familia de las poaceas, herbacea. Es originaria
del Mediterraneo, pero se cultiva comercialmente en varias partes del mundo para usar
la semilla en la alimentacion de pajaros domésticos. Antiguamente con su harina se

hacia pan. (50)
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En la actualidad, el alpiste cuenta con un mercado principal: es el componente mas
importante de mezclas para alimentos de pajaros enjaulados y salvajes, sin embargo, los
investigadores canadienses ademas estan explorando los mercados de uso industrial y de

consumo humano. (27)

1.4.1 CLASIFICACION CIENTIFICA

Reino: Plantac

Subreino: Tracheobionta
Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida

Subclase: Commelinidae
Orden:Cyperales

Familia: Poaceae

Género: Phalaris L.

Especie: Phalaris canariensis L. (47)

Phalarnis canariensis

FUENTE: WWW.IQB.ES

FIGURA N° 5. PLANTA DE ALPISTE (Phalaris canariensis)

NOMBRES COMUNES EN INGLES

Annual canarygrass, Common canarygrass. (50)
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1.4.2 DESCRIPCION BOTANICA

Es una hierba grande y gruesa con vastagos erguidos, de 0,6 a 1,8 metros de altura, con
tres o cuatro tallos cilindricos y huecos a manera de cafias, provistos de nudos
manifiestos y hojas semejantes a las del trigo, angostas y con largas vainas. Flores en
racimos densos. Las inflorescencias son verdes al principio y se tornan luego levemente
purpuras. Las semillas son de color marrdn brillante y envuelto en una pequefia cascara.
Se cria en el archipiélago canario, con el nombre vulgar de triguera o grano de Canarias,
en tierras de cultivo, en medio de los sembrados o entre antiguos trigales de zonas de

altitud media. (Rzedowski, 2001 y Marzocca, 1976.) (27) (54)

1.4.3 COMPOSICION QUIMICA

Principios activos: Almidon, lipidos, resina, acidos salicilico y oxalico, y sustancias

nitrogenadas. (47)

Los granos de alpiste contienen por lo general alrededor de 61,0% de almidon. El
promedio de proteina es de 18,7%, frente al 15,0% en de trigo. Las proporciones de
prolamina y glutelina en el promedio de proteina de 77,7%, superior a la de la proteina
del trigo de 73,5%. Las proteinas del alpiste son mas deficientes en lisina y treonina
que las proteinas del trigo, pero muy alta en cistina, triptéfano y fenilalanina. Para un
cereal, el alpiste también parece ser muy alta en grasa cruda, 8,7%, y de los lipidos
purificados total, 11,0%; que contiene un 55% linoleico, oleico 29%, 11% palmitico,

linoleico y el 2,5% acidos. (52)

La Harina molida de los granos son bajos en la dieta fibra, azlicares solubles, y las
cenizas totales. El aceite de alpiste es altamente insaturados. La fructosa y glucosa estan
presentes en pequefias concentraciones en la comida. Los pequefios pelos siliceos en los
cascos son posibles carcinégenos y se han relacionado con el cancer de la esofago
cuando esta presente como contaminante en la harina de trigo. Los pelos son también
graves irritantes de la piel para los operadores durante la recoleccion y el transporte del

grano. (30)
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1.4.4 USOS

El Alpiste es destinado casi exclusivamente a la alimentacion de pajaros, aunque la
industria absorbe un pequefio porcentaje en la elaboracion, entre otras cosas, de aprestos

para tejidos y la destilacion de bebidas. (46) (47)

1.4.5 USOS MEDICINALES

Usado popularmente como hipolipemiante (reductor de lipidos o grasas en sangre),
demulcente (emoliente, relaja y ablanda las partes inflamadas) y diurético. En Canarias
ademas de aperitivo se considera gran remedio para los males de orina y piedra, rifion y

vejiga, y refrescante para los calores; antiguamente con su harina se hacia pan. (40)

También se usa para tratamientos en hipercolesterolemia y prevencion de la
arteriosclerosis, y cuando se requiere un aumento de la diuresis, tales como afecciones
genitourinarias (cistitis), hiperazotemia (abundancia de sustancias nitrogenadas en la
sangre), hiperuricemia, gota, hipertension arterial, edemas, sobrepeso acompaiiado de
retencion de liquidos, gastritis y ulcus (lilcera, sobre todo ulcera del estomago). Uso

externo para tratar eccemas. (58)

Un estudio realizado en 2004, demostré que el alpiste tiene propiedades antioxidantes
muy cercanas a las de la Vitamina C. También, esteroles de plantas y ciertos esteres de
acido cafeico (que no esta relacionado con la cafeina) pueden contribuir a la actividad

antioxidante del alpiste. (58)

El alpiste, algo que parece tan insignificante y sin demasiadas pretensiones, puede llegar
a ser muy beneficioso para las personas que lo consumen. Es que, segun determinaron
algunos estudios realizados en la Universidad Nacional Auténoma de México, su

consumo conllevaria interesantes propiedades y beneficios. (49)
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Todo parti6 de la siguiente premisa: tratar de comprobar el por qué el alpiste le hacia tan
bien a los pajaros que lo consumen. Y lo que hallaron fue que tiene proteinas muy

poderosas y con una gran capacidad alimentaria. (58)

El alpiste seria una proteina muy enzimatica, que ayudaria sobremanera a trabajar sobre
diferentes areas del sistema digestivo y del cuerpo en general. De esta manera, seglin se
dice, serviria para perder peso (ayuda a eliminar grasas del organismo), para la diabetes
(colabora con el pancreas), el higado y los rifiones. Seria depurativo e inhibidor de la
reproduccion bacteriana en las vias urinarias, ademas de ser un poderoso antioxidante.
Ademas, se dice que el alpiste tiene importantes funciones metabodlicas, ademas de
ayudar a perder peso (otro beneficio muy importante para los diabéticos), la de reducir

los niveles de azlicar en sangre y colaborar con los controles glucémicos. (29)(58)

1.4.6 MODO DE ADMINISTRACION

Poner a remojar cinco cucharadas de alpiste por la noche y por la mafiana eliminar el
agua en que se remojo; poner las 5 cucharadas de alpiste remojado en la licuadora,
llenar ésta de agua pura y licuar, el resultado serd una leche muy espumosa de suave
sabor que es basicamente una inyeccion a favor de la salud méxima y de la deseable

figura del cuerpo, se toma un gran vaso en ayunas y justo otro antes de dormir. (40)

1.4.7 ACTIVIDADES TERAPEUTICAS

Seglin la Universidad Nacional Autonoma de México se considera al alpiste como una
planta introducida de la cual no se detectaron antecedentes de uso medicinal, ni estudios

quimicos o farmacologicos que corroboren su efectividad. (31)

1.4.8 EFECTOS ADVERSOS Y TOXICIDAD

Hasta el momento, no se han descrito contraindicaciones del consumo de semillas de

alpiste o grano de las Canarias, en dosis adecuadas. La manipulacion del alpiste, asi
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como también su aplicacion externa podria llegar a ocasionar algin tipo de reaccioén

alérgica en la piel. (57)

Por otra parte, el consumo en grandes cantidades de alimentos con
propiedades diuréticas, como el alpiste, podria ocasionar una disminucion de los niveles
de sodio y potasio del organismo, esto debido a que se eliminarian en mayor medida, en
virtud de dichos efectos. Una menor cantidad de potasio en el organismo podria llegar a
ocasionar situaciones como un aumento de la debilidad muscular y de la sensacion de

agotamiento. (29)

1.4.9 ALPISTE PARA EL CONSUMO HUMANO

El alpiste que cominmente se conoce como alimento para pajaros no es el indicado para
preparar la leche de alpiste y para consumo humano. Existen diferentes tipos de semillas
de alpiste, dentro de los cuales se puede mencionar una variedad Glabro, que no posee
vello o pelo, denominado CDC Maria. Este tipo de semilla de alpiste ha perdido el pelo
o fibra de silica, esta fibra seria la responsable de complicaciones en la salud, tales

como cancer de esofago. (52)

Para que el alpiste sea apto para consumo humano es sometido a tres procedimientos de
molienda hiimeda sobre la base de etanol (E), agua (W) y sustancias alcalinas (A). A
este proceso se lo conoce bajo el nombre de EWA. De esta forma la fibra es separada

antes de la extraccion alcalina y por ende, se consigue un producto libre de silica. (52).

Como la utilizacion de la semilla de alpiste para consumo humano es bastante reciente,
las diferentes investigaciones cientificas echardn un poco mas de luz sobre sus

compuestos activos, sus beneficios y sus contraindicaciones sobre la salud. (27)(49)
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1.5 RATON DE LABORATORIO

El raton de laboratorio es un roedor, usualmente de la especie Mus musculus, que se
utiliza para la investigacion cientifica. Su cariotipo esta compuesto por 40 cromosomas

y suelen ser albinos. (32)

Para cada experimento se escogen ratones de laboratorio que pertenezcan a una misma
cepa pura o endogamica. Los individuos de una misma cepa llevan los mismos genes,
por lo cual se facilita la comparacion de los efectos de los diferentes tratamientos
experimentales (farmacos, entorno fisico, etc.), sin que se produzca confusion debido a

las diferencias genéticas. (13)

1.5.1 TAXONOMIA

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Clase: Mammalia
Familia: Muridae

Género: Mus

Especie: Mus musculus. (18) FOTOGRAFIA N° 1. RATON DE LABORATORIO.

1.5.2 CEPA

Corresponde a la poblacion de una misma especie, descendiente de un mismo origen;
conservada por medio de una serie de pasos o cultivos. Entre algunos ejemplos se puede

mencionar los siguientes:

- RATON BALB/c (Mus musculus)
- RATON AKR (Mus musculus)

- RATON ICR (Mus musculus)

- RATON NIH (Mus musculus)
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Todas estas cepas se usan ampliamente en estudios de toxicologia, farmacologia y en
pruebas de seguridad. La cepa mas utilizada ha sido la BALB/c (raton albino), aunque
existen otras disponibles (ej.C57BL/6), especialmente desde el desarrollo de técnicas de
manipulacion de genes que han provisto una gran cantidad de cepas con modificaciones

genéticas particulares. (13)

1.5.3 VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE SU USO COMO ANIMAL DE
LABORATORIO

Entre las ventajas que presenta el uso de ratones como animales de experimentacion
tenemos:

- De facil cuidado y mantenimiento, por su pequefio tamafio.

- Bajos costo de manutencion.

- Cepa definida.

- Diversidad de caracteristicas especificas que sirven como modelo.

- Eficiencia reproductiva.

- Por su vida relativamente corta es excelente para su uso en ensayos cronicos de

toxicologia, microbiologia, virologia, farmacologia, etc.

- Corto tiempo de generacion. (13)(25)

Son pocas las desventajas que posee el uso de ratones como animales de

experimentacion entre las principales tenemos:

- Dificultad en la recoleccion de material bioldgico.
- Dificultad la administracion de drogas.

- Dificultad en las técnicas quirargicas. (25)

1.5.4 CARACTERISTICAS GENERALES DEL RATON

El raton es un mamifero de sangre caliente, de habitos nocturnos y su comportamiento
esta influenciado por feromonas. Posee un agudo sentido de la audicion, por lo que se

alteran rapidamente con los ruidos, es por ello que hay que tener cuidado con los
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equipos que se utilizan, su sentido del olfato estd muy desarrollado, no s6lo para
detectar comida y depredadores, sino también para percibir un orden social, su vision es
muy pobre y no pueden percibir los colores. En la o6rbita del ojo posee unas glandulas

con forma de herradura llamadas glandulas. (13)

Por su pequefio tamafio son muy susceptibles a cambios ambientales, puesto que una
variacion de la temperatura entre 2 a 3°C, puede afectar su temperatura corporal y

modificar su fisiologia. (25)

Los valores tipicos de diversos parametros bioldgicos se muestran en la Tabla N° 3.
Una variacion significativa de los valores se puede producir entre los ratones
individuales, las cepas y las existencias, los laboratorios y los métodos de muestreo.

(43)

TABLA N° 3. VALORES TiPICOS DE DIVERSOS PARAMETROS BIOLOGICOS DEL RATON

PARAMETRO VALOR TiPICO
Mdmero cromosomas (2n) 40
FPramedio de vida 2-3 afios
Peso al nacer laZy
Edad desteta 19 a 21 dias
Peso destete 1Mal2y
Edad pubertad 35 dias
Peso corporal de adultos 20ad4lqg
Edad reproductiva 42 dias
Cruracidn del ciclo sexual 4 abdias
Reproductividad sexual 10 a 20 horas
Tamafio de la camada b a2 crias
Feriodo reproductivo dptima 7 aBmeses
Productividad crias al afio 50 2100 crias
Temperatura corporal 365350 °C @7 51004 °F)
Temperatura rectal FEHOEC
Hitrmo del metabolismo 180 a 505 keal f kg A dia
Ingesta de alimentos 12318 gM00 g peso corporal £ dia
Ingesta de agua 15 mLA100 g peso corpoaral / dia
Frecuencia respiratoria 138 (94-163) respiraciones / min
Ritmo cardiaco 470 (325-780) latido s / rmin

FUENTE: CONSEJO CANADIENSE DE PROTECCION DE ANIMALES, 2001
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1.5.5 COMPORTAMIENTO DEL RATON

El raton es un animal sociable y se mantiene en grupos sin ningun inconveniente, estos
grupos deben formarse rapidamente luego del destete. Sin embargo, los machos de
algunas cepas comienzan a mostrar su agresividad entre la séptima y décima semana de
edad, aun cuando estos grupos se hayan establecido al destete. En el grupo de machos
existe uno dominante que puede ser muy agresivo. Las hembras generalmente no

pelean, incluso cuando se hayan agrupado siendo ya adultas. (43)

El acto de comer es ciclico, con un pico maximo durante el periodo de oscuridad. El
mayor consumo de agua es durante las horas de oscuridad. El consumo de alimento y
agua varia entre las cepas de ratones. El raton generalmente divide su caja en 4areas
especificas para dormir, comer, orinar y defecar. Las hembras parturientas construyen

un nido y permanecen mucho tiempo cerca de €l o sobre las crias. (13)(25)

1.5.6 MACRO Y MICRO AMBIENTE

El investigador podra decidir, de acuerdo con sus necesidades, donde ubicar a los
animales empleados, teniendo en cuenta que el lugar brinde las condiciones ambientales
y de manejo Optimos que aseguren la salud y la comodidad de especimenes, de modo
que sus patrones metabolicos y de comportamiento se mantengan normales y estables,

dando respuestas confiables. (13)(25)

1.5.6.1 Microambiente

El microambiente, es el ambiente fisico inmediato que rodea al raton, también llamado
confinamiento o encierro primario, esta limitado por el perimetro de la jaula o caja,
cama, alimento y agua de bebida; deben contribuir a la salud de los animales, y evitarles
todo estrés, por lo que debera asignarsele, a cada uno, un espacio adecuado que le
permita movimientos y adopciones de posturas normales, preservando a su vez las
minimas condiciones de higiene y de proteccion contra insectos, roedores y otras

plagas. (13)(25)
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El microambiente lo conforman la caja o jaula, el alimento, el agua, asi como el

mantenimiento de las condiciones de higiene de cada uno de ellos. (13)

Caja o jaula

Los ratones se alojan en cajas o jaulas especialmente disefiadas para facilitar su
bienestar, pueden ser de metal o de plastico (polipropileno, policarbonato, poliestireno y

polysulfano), provistas de tapas de acero inoxidable con o sin filtro. (13)

El poliestireno es transparente y resiste al autoclavado y a la mayoria de desinfectantes.

Debe tener las siguientes caracteristicas:

- Proporcionar espacio adecuado, ser cerrado, seguro y protegerlo de las
amenazas externas.

- Ser adecuado en ventilacion.

- Ser resistente al lavado, desinfeccion y esterilizacion frecuente.

- La altura de las paredes de la caja no debe ser menor de 12,7 cm.

- Permitir la observacion del animal.

- Tener pisos y paredes faciles de limpiar (superficies lisa) y con tapa removible
de rejas o perforada.

- Mantenerse en buenas condiciones de uso.

- Facilitar el acceso de los animales al agua y alimento.

- No presentar bordes cortantes o proyecciones que puedan causar lesiones. (13)

Espacio (densidad animal)

El requerimiento minimo es que el animal disponga de espacio suficiente para moverse
y para expresar las posturas normales de conducta y sociabilidad, debe tener facil acceso
al agua y alimento y debe tener un area suficiente con material de lecho limpio y sin

obstaculos para moverse y descansar. El nimero de animales por jaula estard en relacion
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con el tamafio corporal (edad del raton, estado pre y postnatal) evitindose la sobrecarga.

(13)(25)

Lecho o cama

Los lechos son de material absorbente tal como la viruta de madera, la coronta molida
del maiz, etc.; libres de polvillo, alérgenos y sustancias toxicas. La viruta mas adecuada
es la de de pino blanco, seguida por la de tornillo. Se debe tener especificaciones de
calidad de la viruta para su adquisicion, tales como:

- No ser nocivo.

- Capacidad de absorcion

- No se recomienda el uso de viruta procedente de cedro o caoba. (13)(25)

FOTOGRAFIA N° 2. MICROAMBIENTE: LECHO DEL RATON

Alimento

Los animales deben ser alimentados con dietas apetitosas, no-contaminadas y
nutricionalmente adecuados, diariamente o de acuerdo a sus requerimientos particulares,
a menos que el protocolo en el que estan siendo empleados lo demande de otra manera.

Se aconseja a los encargados de compras examinar a los fabricantes, sus practicas y
procedimientos de provision para proteger y asegurar la calidad del alimento. Las
instituciones deben exigir a los fabricantes de alimentos que presenten periodicamente

los resultados de los analisis del contenido de nutrientes criticos de las dietas. El usuario
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debe conocer la fecha de fabricacion y otros factores que afecten la vida media de

almacenamiento del alimento. (13)(25)

Agua de bebida

El agua debe ser potable y suministrarse libremente durante toda la vida del animal,
puede ser en frascos bebederos de vidrio o de policarbonato. EIl agua debe ser

acidificada, esterilizada mediante autoclave o por método de filtracion. (13)(25)

1.5.6.2 Macroambiente

El macroambiente es el espacio inmediato al microambiente y es la sala de alojamiento
en su ambito general. La alteracion de los factores del macroambiente producira
cambios en el modelo animal y con ello, la modificacion del tipo de respuesta, y
aumento de la variabilidad de los resultados entre o dentro de los laboratorios de

experimentacion. (13)(25)

Temperatura y humedad relativa

Las exigencias de temperatura para ratones son de 20 a 25 °C y la humedad relativa

ambiental entre 40 y 70%.

Las condiciones ambientales en que se crian y experimentan los animales influyen
decisivamente en las respuestas a los diferentes tratamientos. Si se requiere respuestas

estandarizadas, las condiciones en que se mantienen los animales deben ser fijas. (25)

Aire y ventilacion

Los ambientes destinados a la produccion de animales, en su interior, deben poseer

ventilacion con presion positiva de aire respecto a los pasillos o areas exteriores,

manteniendo las gradientes de presion, de tal forma que se evita el ingreso de
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patogenos desde el exterior. La ventilacion es importante para controlar la humedad,

calor, gases toxicos. Se debe generar entre 15 a 20 recambios de aire / hora.

Los sistemas de aire acondicionado o ventilaciéon no podran ser compartidos con otras
areas, seran exclusivos para el sector bioterio y con factores controlados de temperatura

y humedad. (25)(42)

Intensidad de luz y tipo de iluminacion

Los ambientes de crianza deben contar con la luz artificial, provista de lamparas
fluorescentes tipo luz dia, con incidencia oblicua, con una iluminacién maxima de 323
lux a un metro del piso; de forma tal, que todas las jaulas, independientemente de su

ubicacion, reciban intensidades similares de luz. (13)(25)

La iluminacion debe distribuirse adecuadamente a través de la sala de alojamiento y ser
lo suficiente para las practicas de mantenimiento, inspeccion y bienestar de estos, sin
causarles signos clinicos a los animales. También debe proporcionar condiciones

seguras de trabajo para el personal.

La iluminaciéon es importante para la regulacion del ciclo estral y reproductivo. Se
recomienda 12 horas luz/12 horas oscuridad, lo cual se programa con un reloj

temporizador.

Ruido

Los ratones son muy sensibles al ruido y pueden percibir frecuencias de sonido que son
inaudibles para el ser humano, por lo que el personal debe tratar de minimizar la
generacion de ruido innecesario. El ruido excesivo e intermitente se puede minimizar
capacitando al personal en modos alternativos a las practicas que producen ruido. Los
radios, celulares, alarmas y otros generadores de sonido, aun con auriculares o

audifonos, no deben usarse en las salas de alojamiento de animales. Se permite un nivel



-38 -

maximo de ruido de 85 decibeles, si estos son mayores tiene efectos nocivos como

estrés y problemas de fertilidad.

Olor

El olor es otro factor que afecta al raton, es por ello que no se debe utilizar
desinfectantes que emanen olores, que sean irritantes y mucho menos desodorizantes,
dentro de los ambientes del bioterio.

La percepcion de amoniaco en el ambiente es un indicador de saturacion del lecho, por
lo que se recomienda tener programas de cambio de lecho segun la poblacion que se

maneje.

1.5.7 VIAS DE ADMINISTRACION

1.5.7.1 Via oral

Se puede usar el alimento o el agua, en volumen maximo de 1mL. de solucion por cada
100 g de peso del animal, cuando es vehiculo oleoso y 2mL. de solucién cuando es
solucion acuosa; lo ideal es mediante sonda orogéastrica y teniendo un buen
conocimiento de la anatomia de la zona orofaringea, los pasos a seguir son los

siguientes:

- Inmovilizar al animal en forma correcta e introducir la sonda hacia la
- izquierda en forma lenta y suave a lo largo de la rama mandibular derecha,

- aqui el ratébn comienza a tragar y la sonda se inserta dentro del esofago. (37)

1.5.7.2 Via subcutianea

Esta via es utilizada como alternativa a la intramuscular, en los ratones.

Se prefieren los sitios en que abunde tejido conjuntivo, en el dorso a nivel del cuello o

los flancos. La aguja se inserta en la piel paralela a la columna vertebral Se utiliza
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agujas de 25 a 27 G, 4 a ¥% pulgada con jeringas de tuberculina. Y el volumen para un

raton adulto sera de 2 a 3 mL. (37)(42)

1.5.7.3 Via Intraperitoneal

Se usa jeringas y aguja calibre 25 —27 G. %2 a 1 pulgada, de bisel pequefio.

Aplicando la sujecion con una mano e inmovilizando la pata izquierda del raton, con
una inclinacion hacia craneal para producir un desplazamiento de las visceras con el fin
de no lesionarlas. Se inserta la aguja en la piel en el cuadrante izquierdo inferior del
abdomen, luego se lleva hacia craneal y se introduce en la cavidad peritoneal,
levantando la aguja en contra de la pared abdominal para evitar la puncion en el interior
del intestino; la jeringa con aguja debe estar paralela a la columna vertebral. Se puede

administrar hasta 3 mL. (37)(55)

1.5.7.4 Via Intravenosa

Se utiliza agujas de 27 - 30 G y jeringas tuberculina de 1 mL. Teniendo el raton
inmovilizado dentro de un cepo (sujetador para ratén), se utilizan las venas laterales de

la cola, estas se dilatan con alcohol o con calor. (37)(42)

1.5.8 VIAS DE EXTRACCION DE SANGRE EN ANIMALES DE
EXPERIMENTACION

Los métodos que impliquen el cortar la cola repetidamente deben evitarse, ya que
actualmente es posible obtener cdnulas y agujas del tamafio correcto para practicamente
todas las especies. Para obtener muestras de sangre de la vena de la cola se utiliza el

mismo método que para la administracion intravenosa mencionada anteriormente. (37)

Se puede usar los vasos sanguineos para la toma de pequefias muestras de sangre, para
lo cual se usa la cola ya que ésta no posee pelo y resulta facil la sujecion y puncion

debido a que los vasos sanguineos recorren toda la longitud de la cola. (22)(55)
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1.5.8.1 Via Intracardiaca

Mediante esta técnica se pueden obtener grandes volumenes de sangre el animal debe
estar anestesiado y se recomienda utilizar esta técnica inicamente como procedimiento

terminal. (55)

Se coloca el raton bien apoyado sobre el dorso, se ubica la apofisis xifoides y se inserta
la aguja perpendicular a la columna vertebral. Con una leve presion digital se localiza el
ventriculo; al punzar el corazon se siente el choque cardiaco. El volumen extraido de

sangre dependera del peso del raton. Las medidas de las agujas son de 20 a 25 G. (55)

1.5.8.2 Venas y Arterias Caudales

La vena de la cola es la mas usada, la vena debe localizarse claramente y la puncion
debe ser llevada a cabo decididamente mejor que con vacilaciones. Se debe desinfectar

la zona antes de la puncion. (13)(55)

Puede que se necesite alguna presion proxima al lugar de oclusion del retorno venoso
con el fin de obtener suficiente volumen de sangre. La gota de sangre formada puede
retirarse con un tubo capilar o con una micropipeta con punta de plastico. Después de
haber sacado la sangre, se debe mantener una presion suave pero firme sobre el lugar

durante unos 30 segundos, lo que detendra rapidamente cualquier sangrado. (42)

El estrés y la anestesia pueden alterar significativamente algunos parametros
hematologicos y bioquimicos. El estrés causado por la manipulacion e inmovilizacion
suele ocasionar una elevacion del hematocrito y alteraciones en el recuento de células
blancas, asi como variaciones en las cifras de glucemia y ciertas hormonas. Para evitar
el estrés de punciones repetidas se puede dejar una via heparinizada en un lugar no

accesible para el animal. (55)
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1.5.8.3 Venas Safena

La técnica emplea la vena safena lateral, la cual discurre primero por la cara caudal de
la extremidad posterior y luego lateralmente sobre la articulacion del torso, la piel
situada sobre la vena debe ser afeitada, lo cual solo debe ser repetida cuando el pelo
vuelva a crecer, aunque a menudo no es necesario este procedimiento debido a la gran

visibilidad de la vena. (8)

La puncion de la vena safena es un método rapido y fiable para la obtencion de muestras
sanguineas. La situacion superficial de la vena permite asegurar que la puncion ha sido
correcta y permite una facil observacion de cualquier hemorragia posterior a la
obtencion de la muestra. Se debe utilizar aguijas con el menor calibre posible que

posibilite una evacuacion de la sangre suficientemente rapida. (8)

FOTOGRAFIA N° 3. VENA SAFENA DEL RATON

1.5.8.4 Seno Orbital

Esta técnica aunque es muy usada no esta recomendada y requiere una particular
justificacion dado lo agresivo de la misma. Implica pinchar el seno orbital del globo del
ojo. En manos expertas puede ser un método tutil para obtener volumenes mayores de
los que se pueden obtener de la vena de la cola. Es una técnica que puede tener severas
consecuencias para el animal por lo que no se recomienda el uso del sangrado del seno
orbital con recuperacion del animal mas que en circunstancias excepcionales cuando no
haya ningin otro método disponible. Esta técnica no es aceptable mas que como

procedimiento terminal bajo anestesia. (37)



CAPITULO 11

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 LUGAR DE LA INVESTIGACION.

El presente trabajo de investigacion se realizo en la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo, Laboratorio de Productos Naturales y Bioterio de la Escuela de Bioquimica
y Farmacia, en funcion a las diversas determinaciones y ensayos que se debieron

realizar.

2.2 FACTORES DE ESTUDIO

Los factores de estudio corresponden a los valores de glicemias frente a diferentes

concentraciones de Alpiste (Phalaris canariensis).

2.3 MATERIALES, EQUIPOS, REACTIVOS

2.3.1 MATERIAL BIOLOGICO

Ratones machos (Mus musculus) de 30-35g de peso pertenecientes al Bioterio de la

Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

2.3.2 MATERIAL VEGETAL

Se emplean semillas de alpiste (Phalaris canariensis) adquiridas en el Supermercado

“Camari” de la ciudad de Riobamba-Ecuador.
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2.3.3 MATERIALES DE LABORATORIO

- Gradilla

- Tubos de ensayo

- Vasos de precipitacion
- Pipetas volumétricas

- Pipetas

- Pera de succion

- Balo6n aforado de 10mL.
- Varilla de agitacion

- Capsulas de porcelana
- Crisol

- Embudo

- Tripode

- Probetas

- Frascos de vidrio

- Papel filtro

- Tamiz

- Piceta

- Reverbero

- Mascarilla

- Guantes

- Jaulas

- Cénula

- Canastilla con tapa

- Jeringuilla

- Vaselina

- Etiquetas

- Crondmetro

- Equipo de diseccion
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2.3.4 EQUIPOS

2.3.5

Glucometro (PRODIGY)

Balanza Analitica (BOECO)

Estufa ( MEMMENT)

Horno de Mufla ( SNOL Modelo snd 8,2/1100 1L2)
Refractometro (WARSZAWA)

pH metro (JENWAY)

Refrigerador ( MABE)

Computador (HP)

REACTIVOS

Agua Destilada

Alcohol Antiséptico

Tiras Reactivas para glucometro PRODIGY
Glibenclamida

Reactivo de Lieberman — Buchard
Reactivo de Dragendorff
Reactivo de Mayer

Reactivo de Borntrager

Reactivo de Baljet

Reactivo de Sudan II1

Solucion de Carbonato de Sodio
Solucion de Cloruro Férrico al 5%
Solucion de Ninhidrina al 5%
Acido Clorhidrico concentrado
Granallas de Magnesio

Alcohol Amilico

Solucion de Fehling Ay B
Acetato de Etilo

Acido Féormico
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- Acido Acético Glacial
- Alcohol Etilico

2.4 TECNICAS
2.4.1 CONTROL DE CALIDAD MATERIA PRIMA.
2.4.1.1 Determinacion del contenido de humedad. Método Gravimétrico.

Se peso6 2 g. + 0.5 mg de droga cruda y se transfirieron a una c previamente tarado y se
seco a 100°C durante 3 horas. El pesa filtro se puso en un desecador donde se dejo
enfriar hasta temperatura ambiente y se pesd; colocandose nuevamente en la estufa
durante 1 hora y se repitio el procedimiento hasta obtener masa constante. El ensayo se

realiz6 por triplicado. (21)

Expresion de resultados:

mz_

my
%H = —x100
m

Donde:

%H = Porcentaje de Humedad

m = masa de la muestra de ensayo (g).

m;= masa del pesa filtro con la muestra desecada (g)
m; = masa del pesa filtro con la muestra de ensayo (g).

100 = factor matematico para los calculos.
2.4.1.2 Determinacion de cenizas totales.

En un crisol de porcelana previamente tarado se pesé 2 g + 0.5 mg de semilla pulverizada
y sin cascara. Se calentd suavemente la muestra aumentando la temperatura hasta
carbonizar y posteriormente se incinerd en un homo mufla a una temperatura de 700 a

750 °C durante 2 horas. Luego se enfti6 el crisol en un desecador y se peso.
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El proceso se repitio a partir de la incineracion hasta obtener masa constante es decir que
no difiera las pesadas en mas de 0,5 mg para obtener la masa constante el tiempo de

calentamiento y pesada se realiz6 en intervalos de 30 minutos.

Si el residuo presenta trazas de carbon se le afiade unas gotas de peroxido de hidrogeno
concentrado, 4cido nitrico o solucion de nitrato de amonio 10 mg en 100 mL y se calienta
hasta evaporar los solventes. Al enfriar el crisol el residuo es de color blanco o casi

blanco. El ensayo se realiz6 por triplicado. (21)

Expresion de resultados:

m; —my
%C = ——
ml_m

x100

Donde:

% C = porcentaje de cenizas totales en base hidratada.
m = masa del crisol vacio (g)

m;= masa del crisol con la porcion de ensayo (g)

m,= masa del crisol con la ceniza (g)

100= factor matematico para los calculos.

2.4.1.3 Determinacion de cenizas solubles en agua.

A las cenizas totales se anadio de 15 a 20 mL de agua. El crisol se tapd y se puso a hervir
suavemente directo a la llama del quemador durante 5 minutos. La solucion se filtr6 a
través de papel filtro libre de cenizas, con cenizas determinadas o declaradas. El papel
del filtro con el residuo se transfiri6 al crisol inicial, se carbonizé en un quemador y
luego se incinerd en un homo mufla a 700 - 750 °C durante 2 horas. Posteriormente se
coloco en un desecador y cuando alcance la temperatura ambiente se pesa. El ensayo se

realizo por triplicado. (24)

Expresion de resultados:

m, —m
%C, = ——=x100

my
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Donde:

% Ca = porcentaje de cenizas solubles en agua en base hidratada.
m; = masa del crisol con las cenizas totales (g).

m, = masa del crisol con las cenizas insolubles en agua (g)

m; = masa del crisol con la muestra de ensayo (g)

m = masa del crisol vacio.

100 = factor matematico.
2.4.1.4 Determinacion de cenizas insolubles en acido.

A las cenizas totales se afiadio de 15 a 20 mL de 4acido clorhidrico al 10 %. El crisol se

tapo y se puso a hervir suavemente 5 minutos.

La solucion se filtré a través de papel filtro libre de cenizas, con cenizas determinadas o
declaradas, se lavo el residuo con agua caliente hasta que al afiadirle al filtrado acidulado
con acido nitrico: 1 o 2 gotas de nitrato de plata 0.1 M, no muestre la presencia de
cloruros. El papel de filtro con el residuo se transfirio al crisol inicial, se carbonizo en un
quemador y luego se incineré en un horno mufla a 700 - 750 °C durante 2 horas.
Posteriormente se colocd en un desecador y cuando alcanzé la temperatura ambiente se

peso. El ensayo se realiz6 por triplicado. (24)

Expresion de resultados:

m m
%Ci = —mxIOO

my

Donde:

%Ci = porcentaje de cenizas insolubles en acido clorhidrico en base hidratada.
m = masa del crisol vacio6 (g).

m;= masa del crisol con la porciéon de ensayos (g)

m,= masa del crisol con la ceniza (g)

100= factor matematico.
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2.4.2 OBTENCION DEL EXTRACTO ACUOSO DE ALPISTE (Phalaris canariensis).

Se peso 500 g de alpiste y se colocod en un recipiente, se llend con agua destilada hasta
cubrir y se dejo en reposo por 12h. Posteriormente, se separo la parte solida a través de
un proceso de filtrado y se licud junto con 1000 mL de agua destilada. Se realiz6 una
segunda filtracion, desechando la parte solida y recogiendo la parte acuosa en un frasco
de vidrio oscuro. El extracto preparado se diluyé al 70% y 30%, obteniendo de esta

manera tres dosis diferentes: 61,2 mg/ml, 42,8mg/ml y 18,3 mg/ml. (23)

243 DETERMINACION DE PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS DEL
EXTRACTO.

2.4.3.1 Color

Se tomo un tubo de ensayo bien limpio y seco y se llend hasta las tres cuartas partes con
la muestra de ensayo y se observo el color, la transparencia, la presencia de particulas y
la separacion de capas. Se reporto los resultados. (24)

2.4.3.2 Olor

Se tomo un tira de papel secante aproximadamente 1 cm de ancho por 10 cm de largo y
se introdujo un extremo en la muestra de ensayo. Se olio y se determind si corresponde
con la caracteristica del producto. (24)

2.4.3.3 Sabor

Se aprecio determinadamente la sensacion que ciertas sustancias producen en el 6rgano

del gusto. (17)

2.4.3.4. Apariencia

Analisis visual del aspecto externo. (24)
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244 DETERMINACION DE PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DEL
EXTRACTO.

2.4.4.1 Densidad relativa
Se entiende por densidad relativa a la relacion entre masa de un volumen de la sustancia
a ensayar a 25°Cy la masa de un volumen igual de agua a la misma temperatura. Este

término equivale a peso especifico. (21)

Expresion de resultados

mi_m
d(25°C) = —

my_
Doénde:
m;: Peso de picnémetro con la muestra (g)
m,: Peso del picnémetro con agua (g)

m: Peso del picnémetro vacio (g)

Procedimiento: Primeramente se peso el picnémetro vacio y seco a 25°Cy se llen6 con
la porcion de ensayo, se mantuvo a temperatura de 25°C (+/- 1°C) durante 15 min. Y se
ajusto el liquido al nivel empleado, con una tira de papel se extrajo el exceso y secod

exteriormente el picnometro.

Se pes6 cuidadosamente el picndmetro con la porcidén de ensayo y se repitio la operacion

con el agua destilada a 25°C, y después se limpio el picnémetro.

2.4.4.2 Determinacion de pH

El pH es un indice numérico que se utiliza para expresar la mayor o menos acidez de una
solucion en funcion de los iones hidrogeno. La lectura esta en funcion de la diferencia de
potencial establecida entre un electrodo indicador y un electrodo de referencia usando
como solucioén de ajuste de la escala del medidor de pH, una solucion reguladora del

mismo.
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Procedimiento: Se ajust6 el equipo con la solucion reguladora de pH adecuada al rango
que se realizé la determinacion. Posteriormente se determind el valor del pH de la

muestra. Los resultados dieron apreciando hasta la décima. (21)

2.4.4.3 Determinacion de indice de refraccion.

El indice de refraccion es una constante caracteristica de cada sustancia, la cual
representa la relacion entre el seno del angulo de incidencia de la luz y el seno del angulo
de refraccion cuando la luz pasa oblicuamente a través del medio.

Esta relacion viene dada por la siguiente ecuacion:

n= Seny

Sen,

Asi los refractometros utilizan como principio de medicion, la determinacion del dngulo
limite el cual presenta en el campo visual un contraste claro y otro oscuro. La linea de

separacion entre ambos campos establece el dngulo limite de la luz incidente. (6)

Procedimiento: Se coloca sobre el prisma de medicion una gota de agua destilada,
utilizando para ello una varilla de vidrio, se ajustd el equipo seleccionado la zona del
espectro visible que aparece en la linea limite del campo visual, moviendo el
compensador cromatico y colocando la interseccion del reticulo sobre la linea limite de

los campos claro y oscuro. (21)

Después de haber realizado el ajuste del refractometro, se colocd una gota de la muestra
de ensayo sobre el prisma de medicion, se cerro el termoprisma y se enfoco la luz por
medio del espejo, de modo tal que la misma incida sobre la apertura de entrada del

prisma de medicion y se procesé de la misma forma que con el agua.

Expresion de los resultados
Se hacen tres lecturas y se calcula el promedio de las mismas. Dos 0 mas lecturas no
deben diferir en mas de 0.002. Si las determinaciones no se efectiian a la temperatura de

referencia se emplea la formula siguiente:
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Ndys = Ndt + 0.00044 (t-25)
Donde:
Ndj5 = indice de refraccion a 25 °C.
Ndt = Valor leido en la escala del aparato a la temperatura.
T = valor de la temperatura a que se realiza la medicion (°C).

0.00044 = factor de correlacion por Grados Celsius.

2.4.4.4 Determinacion de solidos totales.

La determinacion de la variacion de la masa, debido a la pérdida o eliminacion de
sustancias volatiles por accién del calor, mediante un proceso de evaporacion de la
porcion de ensayo y secado del residuo en estufa, hasta masa constante, se le asigna
como soélidos totales. 5.0 mL del extracto se llevo a una capsula previamente tarada a 105
°C, se evaporo sobre bafio de agua hasta que el residuo esté aparentemente seco. Se pasod
hacia una estufa y se deja hasta peso constante (aproximadamente 3 horas).

Se retira la capsula de la estufa y se coloca, en una desecadora hasta que alcance la

temperatura ambiente. (21)

Para obtener la masa constante entre una pesada y otra se mantendra un tiempo de secado

de 60 minutos.

Expresion de los resultados.

La cantidad de solidos totales, expresado en %, se calcula por la siguiente formula:

P,_P

St = x100

Donde:

P;=masa de la capsula mas el residuo (g).
P =masa de la capsula vacia (g).

V = volumen de la porcion de ensayo.

100 = factor matematico para el calculo.
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2.4.5 TAMIZAJE FITOQUIMICO

2.4.5.1. Reaccion de identificacion de saponinas

Ensayo de Espuma: Se toman una parte de la muestra y se le afiaden 2 partes de agua se
agita enérgicamente y se observa la presencia de espuma. EI ensayo se considera
positivo si aparece espuma en la superficie del liquido de mas de 2 mm de altura y

persistente por mas de 2 minutos. (21)

2.4.5.2 Reaccion de identificacion de catequinas.

Ensayo de catequinas: Para ello, tome de la solucion alcohdlica obtenida una gota, con
la ayuda de un capilar y aplique la soluciéon sobre papel de filtro. Sobre la mancha
aplique solucion de carbonato de sodio. La aparicion de una mancha verde carmelita a la

luz UV, indica un ensayo positivo. (21)

2.4.5.3 Reaccion de identificacion de resinas.

Ensayo de resinas: Para detectar este tipo de compuesto, adicione a 2mL. de la solucion
alcohdlica, 10mL de agua destilada. La aparicion de un precipitado, indica un ensayo
positivo. (21)

2.4.5.4 Reaccion de identificacion de compuestos fendlicos.

Ensayo de Cloruro férrico: Si el extracto de la planta es alcohdlico, se determina tanto

fenoles como taninos.

A una alicuota del extracto alcohodlico se le adicionan 3 gotas de una solucion de
tricloruro férrico al 5% en solucion salina fisioldgica (Cloruro de sodio al 0,9 % en

agua). Si el extracto es acuoso, el ensayo determina fundamentalmente taninos.
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A una alicuota del extracto se le afiade acetato de sodio para neutralizar y tres gotas de
una solucién de tricloruro férrico al 5% en solucion salina fisiologica, un ensayo positivo

puede dar la siguiente informacion general:

1. Desarrollo de una coloracion rojo — vino compuestos fendlicos en general.
2. Desarrollo de una coloracion verde intensa, taninos del tipo pirocatecoélicos.

3. Desarrollo de una coloracion azul, taninos del tipo pirogalactonicos. (21)

2.4.5.5. Reaccion de identificacion de flavonoides

Ensayo de Shinoda: La alicuota se diluyd con 1 mL de 4cido clorhidrico concentrado y
un pedacito de cinta de magnesio metalico. Después de la reaccion se esperd 5 minutos
para afiadir 1 mL de alcohol amilico, se mezclaron las fases y se dejaron reposar hasta

que su separacion. (21)(54)

El ensayo se considera positivo, cuando el alcohol amilico se colorea de amarillo,

naranja, carmelita o rojo intenso en todos los casos. (21)

2.4.5.6. Reaccion para identificacion de quinonas

Ensayo de Borntrager: Se toma 1 mL de muestra y se adicion6 1 mL de hidroxido de
sodio, hidroxido de potasio o amonio al 5% en la reaccion. Si la fase alcalina (superior)
se colorea de rosado o rojo el ensayo se considera positivo. Coloracion rosada (++),

coloracion roja (+++). (24)(54)

2.4.5.7. Reaccion para la identificacion de lactonas o-f§ insaturadas

Ensayo de Baljet: Se trabajo con dos reactivos el reactivo A y el reactivo B, el A se

prepara con la adicion de 1g de acido picrico en etanol al 95%. El reactivo B 10g de

NaOH en 100 mL de agua. (24)(54)
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Se toma 2 mL de muestra y se le adiciona 10gts de Reactivo A+B. Se observd color
considerandose un ensayo positivo la apariciéon de coloracion o precipitado rojo (++ y

+++) respectivamente. (24)

2.4.5.8. Reaccion para identificacion de triterpenos y esteroides.

Ensayo de Liebermann — Buchard: Se toma 1 mL de muestra, se afiaden 1mL. de
anhidrido acético y se deja resbalar 2 a 3 gotas de acido sulftirico concentrado, sin agitar.
Se nota en medio de las dos fases un anillo azul o verde que indica que la reaccion es

positiva. (24)

2.4.5.9. Reacciones para la identificacion de alcaloides

Ensayo de Dragendorff: A la alicuota se le afiade 1 gota de 4acido clorhidrico
concentrado. (Calentar suavemente y dejar enfriar hasta acidez). Con la solucion acida se
realiza el ensayo, afiadiendo 3 gotas del reactivo de Dragendorff, si hay opalescencia se

considera (+), turbidez definida (++), precipitado (+++). (24)

Ensayo de Mayer: Se procede de la forma descrita anteriormente, hasta obtener la
solucion acida. Anada una pizca de cloruro de sodio en polvo, agite y filtre. Aflada 2 o 3
gotas de la solucion reactiva de Mayer, si se observa opalescencia se considera (+),

turbidez definida (++), precipitado (+++). (24)

2.4.5.10. Reaccion para la identificacion de compuestos grasos

Ensayo de Sudan: A 3mL. de muestra, se afiade ImL de una solucion diluida en agua
del colorante Sudan III. Se calent6 en bafio de agua hasta evaporacion del solvente.

La presencia de compuestos grasos se considera positiva si aparecen gotas o una pelicula
coloreada de rojo en el seno del liquido o en las paredes del tubo de ensayos

respectivamente. (21)
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2.4.5.11. Reaccion para la identificacion de aminoacidos libres o aminas.

Ensayo de Ninhidrina: Se tom¢6 una alicuota del extracto en alcohol, o el residuo de la
concentracion en bafio de agua, si el extracto se encuentra en otro solvente organico, se
mezcla con 2 mL. de solucion al 2 % de ninhidrina en agua. La mezcla se calent6 5- 10
minutos en bafio de agua. Este ensayo se considera positivo cuando se desarrolla un color

azul violaceo. (24)

2.4.5.12. Reaccion para la identificacion de Antocianidinas.

Ensayo de Rosenthaler: Se tomo6 1 mL de muestra se aflade 3 gotas de H,SO4 vainillina,
y a esta mezcla se le afiadi6 1 gota de HCI concentrado. Se observa la presencia de

coloracion en tonos rojos a violaceos. (24)

2.4.5.13. Reaccion para la identificacion de aziicares reductores.

Ensayo de Fehling: Se evaporo6 el solvente en bafio de agua y el residuo se re disolvio en
1-2 mL. de agua. A este residuo se adiciond 2 mL. del reactivo y se calent6 en bafio de
agua durante 5 a 10 minutos la mezcla. El ensayo se considera positivo si la solucion se

colorea de rojo o aparece precipitado rojo. (24)

El reactivo se preparo6 de la siguiente forma:

Solucién A: Se pesaron 35 g de sulfato ctprico pentahidratado cristalizado y se disolvid
con agua hasta un volumen total de 1000 mL.

Solucion B: Se pesaron 150 g de tartrato de sodio y potasio y 40 g de hidréxido de sodio
y se disolvieron con agua hasta un volumen total de 1000 mL. Las soluciones se tienen
preparadas de forma independiente y se mezcla igual cantidad en volumen de cada una
de ellas justo en el momento de realizar el ensayo. Dicha mezcla es la que se adiciona a

la alicuota a evaluar. (24)(54)
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2.5 METODOLOGIA

2.5.1 FASE DE CAMPO

Para el analisis se emplearon semillas de alpiste (Phalaris canariensis) adquiridas en el
Supermercado “Camari” de la ciudad de Riobamba., Ecuador, las mismas que fueron

peladas y trituradas manualmente.

2.5.2 FASE EXPERIMENTAL

En la fase experimental se realiz6 los siguientes procedimientos

- Obtencion del extracto acuoso de Alpiste (Phalaris canariensis)
- Estandarizacion y tamizaje fitoquimico.

- Ensayo de la actividad hipoglicemiante.

- Determinacion de la actividad toxicoldgica del extracto.

También se debid realizar un tratamiento estadistico de los datos.
- Analisis de varianza.
- Prueba de separacion de medias Prueba de Tukey al 5%

- Coeficiente de variacion.

2.5.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLICEMIANTE.

Se emplearon 18 ratones machos agrupados en tres lotes de 3 ratones cada uno para las
dosis de 30%, 70% y 100% del extracto acuoso de semillas de alpiste, y tres lotes de 3
ratones para controles: blanco, control positivo con glibenclamida y control negativo.
Los animales tenian de 6 semanas de edad, acondicionados en cajas plasticas de
polipropileno y mantenidos en condiciones ambientales controladas, cumpliendo
previamente un periodo de readaptacion de 5 dias. Se alimentaron con la formula pele
tizada y agua ad libitum. La identificacion de los animales se realizo mediante marcas

con marcador permanente en la cola de cada animal.
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Doce horas antes del estudio se les retird el alimento y se mantuvieron con agua Ad
libitum. Pasadas las doce horas de ayuno se evalud su glicemia inicial para lo cual se
extrajo sangre de la vena safena del animal y se evalud a través de tiras reactivas
utilizando el medidor de glucemia PRODIGY AUTO CODE, de la casa comercial
Diagnostic Devices, Inc. para su lectura. Posterior a la evaluacion de la glicemia inicial
de todos los animales pertenecientes a los 6 grupos de estudio, se procedera a la
administracion de los tratamientos por via oral de acuerdo con el esquema descrito en el

Cuadro N°.1.

CUADRO N°. 1. TRATAMIENTOS Y PARAMETROS CONSIDERADOS EN EL ESTUDIO DE
EVALUACION DE ACTIVIDAD HIPOGLICEMIANTE DEL EXTRACTO ACUOSO
DE ALPISTE (Phalaris canariensis) EN RATONES. BIOTERIO. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. MARZO DEL 2012.

GRUPOS
CONTROLES TRATAMIENTOS
REPETICION B C1 C2 T1 T2 T3
a Ba Cla C2a Tla T2a T3a
b Bb Clb C2b Tib T2b T3b
c Bce Clc C2c Tlc T2¢ T3c

B= Ratones sin sobrecarga de glucosa.

C1= Ratones con sobrecarga de glucosa 14g/Kg de peso del animal.

C2= Ratones con sobrecarga de glucosa y tratadas con Glibenclamida 5Smg.

T1= Ratones con sobrecarga de glucosa y tratadas con extracto de alpiste al 100%
T2= Ratones con sobrecarga de glucosa y tratadas con extracto de alpiste al 70%

T3= Ratones con sobrecarga de glucosa y tratadas con extracto de alpiste al 30%

Una vez administrado los tratamientos a los grupos de estudio se procedid a inducir la
hiperglicemia, para lo cual 30 minutos después de la administracion de los tratamientos
se administrd por via oral una solucion de sacarosa a la razon de 14g/Kg. Posteriormente
se evalud la glicemia a los 36 minutos, 86 minutos, 6 y 12 horas después de la sobrecarga

de sacarosa.
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Posteriormente al primer estudio, se evalu6 la actividad hipoglicemiante durante 15 dias
consecutivos, para lo cual se administro a los individuos las dosis antes mencionadas
cada dia, y se evalu6 su comportamiento, estado fisico general (peso del animal), la
glicemia basal cada 3 dias. Cabe recalcar que durante estos 15 dias de estudio el animal

dispuso libremente de alimento y agua.

VALORES NORMALES DE GLICEMIA: Suero, plasma ratones (ayunas) 60-90mg/dL.
(Segtin Charles River, 1984)

2.5.4 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD TOXICOLOGICA.

Finalizado los 15 dias de estudio se procedio a realizar las necropsias de los 6rganos
farmacocinéticas mas importantes que han sido comprometidos entre ellos esta: rifion,
higado, estomago y se realiz6 el estudio histopatologico. Para lo cual los animales fueron

sacrificados por el método de dislocacion cervical. (14)(16)

2.5.5 DISENO EXPERIMENTAL

1. ler Periodo: Periodo de adaptacion del material biologico. Condiciones iniciales:

pesos, condiciones ambientales.

2. 2do Periodo: Induccion de hiperglucemia (sobrecarga de sacarosa). Valoracion de los

niveles de glicemia.

3. 3er Periodo: Tratamiento a base del extracto de semilla de alpiste (Phalaris
canariensis).evaluacion toxicoldgica Condiciones finales: peso, estado de animo,

glucemia pasando un dia.
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GRAFICO N°. 1. ESQUEMA DEL DISENO EXPERIMENTAL.

2.5.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se tabularon y se determinaron las medias de las distintas lecturas para realizar

el analisis de varianza, separacion de medias y andlisis de regresion.

2.5.6.1 Analisis de varianza

Es un procedimiento estadistico que sirve para medir la variacion total de las
observaciones, la que se divide para sus componentes, quedando el residuo como error
experimental. El andlisis de varianza es un método para comparar dos o mas medias de
las observaciones o de los tratamientos, permite medir la variacion de las respuestas
numéricas como valores de evaluacion de diferentes variables nominales.

En esta investigacion de andlisis de varianza permitié establecer la relacion entre una
variable dependiente (actividad hipoglicemiante) y un factor independiente (intervalo de

aplicacion). (22)

2.5.6.2 Prueba de separacion de medias prueba de Tukey al 5%.

La prueba de Tukey al 5% es un procedimiento empleada para determinar las diferencias

existentes entre las medias de los tratamientos realizados. (8)



CAPITULO III

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 CONTROL DE CALIDAD DE LA DROGA CRUDA ALPISTE (Phalaris

canariensis)

Para el presente estudio se partié del extracto acuoso de la semilla de alpiste que fue
obtenida diariamente, para lo cual la materia prima empleada se obtuvo en el
Supermercado “Camari”, y fue retirada la cdscara manualmente y trituradas hasta obtener

un polvo, y se realiz6 el control de calidad.

3.1.1 DETERMINACION DE HUMEDAD Y CENIZAS

CUADRO N°. 2. HUMEDAD Y CENIZAS DE LA SEMILLA DE ALPISTE (Phalaris canariensis)
UTILIZADA COMO MATERIA PRIMA. LABORATORIO DE PRODUCTOS
NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. FEBRERO DEL

2012.
ESPECIFICACION
CENIZAS VALOR

USP
Humedad 9% < 14%
C. Totales 8% <12%
C. Solubles en Agua 5% <7%
C. Insolubles en HC1 4.1% <5%

En el cuadro N°2 se muestra que el porcentaje de humedad presente en la semilla de
alpiste es del 9% valor que se encuentran dentro de los limites establecidos en la USP (<

14%) evitando de este modo la accion enzimatica, y proliferacion de microorganismo
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durante el proceso de la almacenamiento que puede ser perjudiciales durante la

investigacion.

También muestran el porcentaje de cenizas totales, solubles en agua en insolubles en
acido clorhidrico presente de la semilla de alpiste luego de remover la céscara es 8%, 5%,
4.1% respectivamente, demostrando ser valores que se encuentran dentro de las
especificaciones para semillas, ya que los valores superiores a los establecidos es un
indicativo de rechazo del producto, pues es un referencia de la cantidad de componentes

inorganicos presentes en la materia prima a utilizar.

3.2 CONTROL DE CALIDAD DEL EXTRACTO ACUOSO

3.2.1 DESCRIPCION ORGANOLEPTICA

CUADRO N°.3. DESCRIPCION ORGANOLEPTICA DEL EXTRACTO ACUOSO DE ALPISTE (Phalaris
canariensis). LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. FEBRERO 2012.

PARAMETRO ALPISTE
COLOR Blanco
OLOR Inodoro
SABOR Ligeramente dulce
ASPECTO Liquido lechoso, ausencia particulas

El cuadro N° 3 expresa los resultados de las propiedades organolépticas del extracto
acuoso de alpiste, las cuales corresponden a las caracteristicas mismas como son de
aspecto lechoso, color blanco, de sabor ligeramente dulce y sin particulas extrafas, lo que

corrobora en el buen estado del extracto.
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3.2.2 DETERMINACION DE PARAMETROS FiSICOS

CUADRO N°. 4. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS FiSICOS DEL EXTRACTO ACUOSO DE
ALPISTE (Phalaris canariensis). LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. FEBRERO DEL 2012.

PARAMETRO VALOR
pH 5.93
INDICE DE REFRACCION 1.378
DENSIDAD RELATIVA 1.470g/ml
SOLIDOS TOTALES 6.117%

En el cuadro N° 4 se expone los resultados de cada una de las determinaciones de los
parametros fisicos del extracto acuoso de alpiste asi se tiene que es un extracto un poco
denso (1.470g/ml) los resultados expresados en la medicion del pH tienden a la acidez,
posee un alto contenido de solido totales, sin embargo todos los valores correspondientes
al analisis de los parametros fisicos se encuentran acorde a las especificaciones

presentadas por la OMS para extractos en general.

3.2.3 ANALISIS MICROBIOLOGICO

CUADRO N°. 5. DETERMINACION DEL NUMERO DE MICROORGANISMOS AEROBIOS MESOFILOS
Y COLIFORMES TOTALES EXISTENTES EN EL EXTRACTO ACUOSO DE ALPISTE
(Phalaris canariensis). LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA. ESPOCH.
RIOBAMBA. ABRIL 2012.

EXTRACTO DE ESPECIFICACION
MICROORGANISMOS
ALPISTE
Aerobios Mesofilos UFC/mL 1570 UFC/ mL <10
Coliformes totales UFC/mL <10 <10

En el cuadro N° 5 se expresan los valores de Aerobios Mesofilos y Coliformes Totales
presentes en el extracto, este ultimo cumple con con limites microbiologicos permitidos

en productos de este tipo, pero existi6 una contaminacion bacteriana de aerobios
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mesofilos, a pesar de realizar el extracto bajo normas de sanidad, por lo que la
contaminacion se atribuye a la materia prima, cabe recalcar que esta es comercializada

para el consumo humano y la que mejor se encontr6 en el mercado.

CUADRO N°. 6. DETERMINACION DE Aspergillius EXISTENTES EN LA SEMILLA DE ALPISTE
g A
(Phalaris canariensis). LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA. ESPOCH.

RIOBAMBA. ABRIL 2012.

MICROORGANISMOS SEMILLA DE ALPISTE ESPECIFICACION

Aspergillus Ausencia Ausencia

En el cuadro N°. 6 la identificacion de Aspergillus en la semilla de alpiste fue negativo,
sin embargo hubo crecimiento de un hongo de especie Rhizopus, los que nos confirma

que la materia prima no se encuentra en las mejores condiciones de sanidad.

3.3 TAMIZAJE FITOQUIMICO.

CUADRO N°. 7. TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL EXTRACTO ACUOSO DE ALPISTE (Phalaris
canariensis). LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. FEBRERO 2012.

METABOLITO ENSAYO RESULTADO
SAPONINAS Espuma “)
CATEQUINAS Catequinas )
RESINAS Resinas ++)
COMPUESTOS FENOLICOS. Cloruro férrico )
FLAVONOIDES Shinoda Q)
QUINONAS Borntrager )
COMPUESTOS LACTONICOS Baljet Q)
TRITERPENOS Y/O ESTEROIDES Lieberman - Buchard )
Dragendorff )
ALCALOIDES Mayer 0
COMPUESTOS GRASOS Sudan +H
AMINOACIDOS LIBRES O AMINAS  Ninhidrina ++
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ANTOCIANIDINAS Rosenthaler )

AZUCARES REDUCTORES Fehling ©)

(-) Reaccion negativa
(+) Intensidad baja de la reaccion.
(++) Intensidad moderada de la reaccion.

(+++) Intensidad alta de la reaccion.

En el Cuadro N° 7 se muestra los resultados del estudio fitoquimico realizado al extracto
de alpiste, el cual presenta resinas, triterpenos o esteroides, compuestos grasos y
aminoacidos libres. Estos resultados se pueden comparar con los de SAYED ABDEL
quien sefiala que la semilla de alpiste posee 18,7% de proteina en comparacion con
15,0% en el trigo, prolamina y glutelina en un 77,7%. Dichas proteinas demostrod ser
deficientes en lisina y treonina, pero muy ricas en cistina, triptofano y fenilalanina.
Ademas grasa cruda, 8,7%, y de los lipidos purificada total, el 11,0%, que contiene 55%
de 4cido linoleico, 29% oleico, palmitico 11% y el 2,5% de acidos linolénico. Lo que nos
da a suponer segun el estudio de CARADIOL que sefiala que la suplementacion
alimenticia con una mezcla especial de aminoacidos resulta segura y mejora
perceptiblemente el control metabolico y la sensibilidad a la insulina en pacientes
diabéticos tipo 2, por lo que estos los metabolitos serian los responsables de dicha

actividad.

3.4 ACTIVIDAD HIPOGLICEMIANTE DEL EXTRACTO ACUOSO DE
ALPISTE (Phalaris canariensis).

El estudio se efectiio en ratones de experimentacion para lo cual se las distribuy6 al azar
en seis grupos, cada uno de los cuales conformado por 3 animales, la administracion de

los productos fue via oral.
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CUADRO N°. 8. RESULTADOS DE GLICEMIAS EN mg/dL TOMADOS AL GRUPO BLANCO PARA LA
EVALUACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLICEMIANTE DEL EXTRACTO DE
ALPISTE (Phalaris canariensis) EN RATONES. BIOTERIO. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. MARZO 2012.

GLICEMIAS (mg/dL)

GRUPO REPETICION

36 min 86 min 6h 12h

a 99 92 96 90

BLANCO (B) b 68 64 61 62
c 86 83 82 84

PROMEDIO  84,3+15,6  79,7+14,3 79,7+17,6 78,7+14,7

En el cuadro N° 8 se muestra los valores de glicemia a los cuatro tiempos establecidos
(Anexo N°.11), que presenta el grupo denominado blanco, al que no se le administrd
ninguna sustancia y sirvi6 de referencia para conocer los valores basales que presentan y

que se mantienen en un promedio de 81+ 13.5mg/dL de glucemia.

CUADRO N°. 9. RESULTADOS DE GLICEMIAS EN mg/dL TOMADOS AL CONTROL NEGATIVO
PARA LA EVALUACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLICEMIANTE DEL EXTRACTO
DE ALPISTE (Phalaris canariensis) EN RATONES. BIOTERIO. FACULTAD DE
CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. MARZO 2012.

. GLICEMIAS (mg/dL)
GRUPO REPETICION

0 min 36 min 86 min 6H 12H
87 216 349 156 114

CONTROL
NEGATIVO (C1) b 95 192 267 169 110
c 84 227 253 173 103

PROMEDIO 88,7+5,68 212+14,62 290+42,34 166+7,29 109+4.05

En el cuadro N° 9 se muestra los valores de glicemia a los tiempos establecidos (Anexo
N°.11), que presenta control negativo, al que se le administrd una sobrecarga de sacarosa
a razén de 14g/kg, por via oral. Esta nos muestra el incremento a lo largo del tiempo
alcanzando su pico promedio mas alto a los 86 minutos (290+£42,34mg/dL), y
descendiendo hasta sus valores basales promedio a las 12 horas después de Ia
administracion de la sobrecarga de sacarosa (109+4.05mg/dL). Estableciendo asi el pico

mas alto como referencia para la comparacion de los distintos tratamientos.
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CUADRO N°.  10. RESULTADOS DE GLICEMIAS EN mg/dL TOMADOS AL GRUPO C2
(MEDICAMENTO COMERCIAL EUGLUCON) PARA LA EVALUACION DE LA
ACTIVIDAD HIPOGLICEMIANTE DEL EXTRACTO DE ALPISTE (Phalaris
canariensis) EN RATONES. BIOTERIO. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH.
RIOBAMBA. MARZO 2012.

GLICEMIAS (mg/dL)
GRUPO REPETICION O min 36 min 86 min 6H 12H
a 99 167 128 188 125
(€2) 89 174 100 116 8
CONTROL b / 2
POSITIVO ¢ 97 165 98 152 109

PROMEDIO 95+5,29 169+3,86  109+13,70  152+29.39 111 £11,09

El cuadro N°.10, arroja los resultados que presenta el control positivo, al que se le
administré un medicamento comercial (EUGLUCON) antes de la administracion de la
sobrecarga de sacarosa, por via oral. Esta nos muestra que existe un incremento de los
niveles normales de glucosa a los 36 min. (16943,86mg/dL), y posteriormente van

alcanzando los niveles normales. Este incremento es menor en comparacion con el grupo
Cl.

CUADRO N°. 11. RESULTADOS DE GLICEMIAS EN mg/dL TOMADOS AL GRUPO T1 (EXTRACTO
DE AL 100%) PARA LA EVALUACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLICEMIANTE
DEL EXTRACTO DE ALPISTE (Phalaris canariensis) EN RATONES. BIOTERIO.
FACULTAD DE CIENCIA. ESPOCH. RIOBAMBA. MARZO 2012.

GLICEMIAS (mg/dL)
GRUPO REPETICION ~ Omin  36min 8 min  6H 12H
a 78 361 164 118 98
TRATAMIENTO
1 (100%) (T1) b 99 336 238 133 100
c 95 301 185 102 99

PROMEDIO 90,67+11,2 333+24,6 160+35,8 159+24,2 109+5,0

Los valores de glicemia a los 36 min en el Tratamiento 1 (extracto acuoso de alpiste al
100%) alcanzan niveles muy elevados (333+24,61mg/dL.) esto puede deberse a la
cantidad de almidon presente en el extracto ya que es el mas concentrado, sin embargo a
los 86 min, estos valores disminuyen en comparacion con el grupo C1 hasta alcanzar
un valor promedio de 160+£35,8, que se mantiene hasta las 6h después de la

administracion de sobrecarga y se estabiliza a las 12 h.
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CUADRO N°. 12. RESULTADOS DE GLICEMIAS EN mg/dL TOMADOS AL GRUPO T2 (EXTRACTO
AL 70%) PARA LA EVALUACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLICEMIANTE DEL
EXTRACTO DE ALPISTE (Phalaris canariensis) EN RATONES. BIOTERIO.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. MARZO 2012.

GLICEMIAS (mg/dL)
GRUPO REPETICION  Omin 36 min 86 min 6H 12H
a 85 216 131 118 100
TRATAMIENTO 2
T2
(70%) (T2) b 91 189 152 125 87
c 89 156 142 89 98

PROMEDIO 88,3+3,1 187+30,1 142+10,5 111+19,1 95+7

Los valores de glicemia a los 36 minutos en el Tratamiento 2 (extracto acuoso de alpiste
al 70%) alcanzan niveles fuera de los normales (187 £30,1 mg/dL) (Cuadro N° 12), pero
que a medida que pasa el tiempo van disminuyendo alcanzando asi a los 86 min. una
glicemia promedio de 142+10,5mg/dL, misma que se encuentra por debajo de los valores

del grupo C1, llegando hasta establecerse en los valores normales transcurrido 12h.

CUADRO N°. 13. RESULTADOS DE GLICEMIAS EN mg/dL TOMADOS AL GRUPO T3 (EXTRACTO
DE 30%) PARA LA EVALUACION DE LA ACTIVIDAD HIPOGLICEMIANTE DEL
EXTRACTO DE ALPISTE (Phalaris canariensis) EN RATONES. BIOTERIO.
FACULTAD DE CIENCIA. ESPOCH. RIOBAMBA. MARZO DEL 2012.

GLICEMIAS (mg/dL)
GRUPO REPETICION  Omin 36 min 86 min 6H 12H
a 78 241 237 113 108
TRATAMIENTO 3
(30%) (T3) b 85 256 222 128 90
c 73 248 229 102 96

PROMEDIO 78,7+6,03 248+7,51 229+7,51 114+13,05 98+9,17

El Cuadro N° 13 muestra los valores de glicemia que se presenta tras la administracion
del T3 (extracto acuoso de alpiste al 30%) alcanzan niveles elevado de glucosa a los 36
minutos (248 7,51mg/dL) y se mantienen no muy variables hasta los 86 min (229+7,51

mg/dL), se recupera el valor normal de glicemia pasado las 12 h.
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TABLA N°. 4. VALORES PROMEDIO DE GLUCEMIAS DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO.

0 min 36 min 86 min 6h 12h
C1 88,7+5,68 212+14,62 290+42,34 166+7,29 109+4.05
C2 9545,29 169+3,86 109+13,70 152429.39 111 £11,09
T1 90,67£11,2 333+24,6 160+35,8 1594242 10945,0
T2 88,3+3,1 187+30,1 142+10,5 111+£19,1 9547
T3 78,7+6,03 248+7,51 229+7,51 114+£13,05 9849,17

GRAFICO N°. 2 VALORES DE GLICEMIA DE TODOS LOS GRUPOS DE ESTUDIO.

El Grafico N°.2 nos muestra los valores de glicemia que presentan todos los grupos de
estudio a los tiempos establecidos, lo que nos permite compararlos, y observar que existe
una disminucion a los 86 min, de los niveles de glucosa con los tratamientos (T1, T2,
T3), en relacion con el Grupo C1, que no recibi6é ningln tratamiento solo la sobrecarga
de sacarosa, el grupo C2 demuestra una mayor disminucion de los valores de glucosa ya

que fue administrado el medicamento comercial (EUGLUCON).
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3.4.1 ANALISIS ESTADISTICO DE GLICEMIAS CON RESPECTO A LOS
DIFERENTES TRATAMIENTOS APLICADOS EXTRACTO ACUOSO DE
ALPISTE (Phalaris canariensis).

En base a estos parametros analizados se planted la hipdtesis estadistica permitiendo
aplicar test de ANOVA para verificar si existe diferencias entre cada uno de los

tratamientos.

Hj: No existe diferencia entre cada uno de los extractos administrados a los sujetos de
experimentacion tras la induccion de sobrecarga de sacarosa.

H;: Al menos uno de los tratamientos administrados es diferente.

CUADRO N°. 14. RESULTADOS DE ANOVA.

Suma de G.L Cuadrado  F-valor p-valor
cuadrados Medio
Tratamientos 394.575,1000 4 986.877,50  5,1461 0,0014
Tiempo 151.303 3 50435,4222 26,2996  2,00E-10
Residual 99.722 52 1.917,7224
Total ( corr.) 290.503 59

En el cuadro N° 14 se muestra que la probabilidad es menor a 0.05, por lo que se rechaza
la hipotesis nula, y aceptando la hipdtesis alternativa determinandose que existe
diferencia entre alguno de los tratamientos administrados a los sujetos de
experimentacion. Por lo que se aplico el test estadistico para comparacion de grupos

homogenios y se establece la diferencia entre los tratamientos utilizados.
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CUADRO N°. 15. COMPARACIONES MULTIPLES ENTRE GRUPOS HOMOGENEOS

knova Dos Factores. Comparaciones Maltiples

Variable Respuesta: Valores de Glucosa
Variable (s) Explicativa(s): Tratamientos, Tiempo
flamerc de Casos: 60

fiodelo sin interacciones

fon I.C. LSD al 95.0%

Grupos

Tratamientos n Media Homogéneos
T2 12 132.0000 X
c2 12 135.8333 X
T3 12 172.5000 X
T1 12 186.2500 X
Cc1i 12 194.0833 X

Contraste Diferencia +/- Limite

Cl Vs C2 *58.2500 *35.8745

Cl1 VS T1 7.8333 35.8745

Cl1 VS T2 *62.0833 *35.8745

Cl1 VS T3 21.5833 35.8745

, e - x -

C2 Vs T2 3.8333 35.8745

C2 VS T3 *-36.6667 *35.8745

T1 VS T2 *54.2500 *35.8745

T1 VS T3 13.7500 35.8745

T2 VS T3 *-40.5000 *35.8745

* Diferencia estadisticamente significativa.

El test de comparaciones multiples (Cuadro N°15) muestra que no existe una diferencia
significativa entre los grupos C1 y el tratamiento T1 (dosis al 100% del extracto acuoso
de alpiste), entre el grupo C2 y el tratamiento T2 (dosis al 70% del extracto acuoso de
alpiste). También entre los tratamientos T1 y T3 (dosis al 100% y 30%, respectivamente
del extracto acuoso de alpiste). Lo que nos da a conocer que el grupo al que se aplico el
tratamiento T2 posee un mejor efecto de reduccion de los niveles de glucosa en los
sujetos de experimentacion de igual manera con el grupo C2 que recibid tratamiento con
el medicamento comercial (EUGLUCON), lo que no sucede con los T1 y T3 ya que sus
valores son homogéneos con el grupo C1. Estos resultados no pueden ser comparados ya
que no se han realizado otros estudias acerca de la actividad hipoglicemiante de las

semillas de alpiste.
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3.4.2 DETERMINACION DE PESO INICIAL Y FINAL DE TODOS LOS GRUPOS
DE ESTUDIO.

CUADRO N°. 16. DIFERENCIA DE PESO DURANTE 15 DIAS DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO.
BIOTERIO. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. MARZO-ABRIL

2012.
GRUPO PESO INICIAL PESO FINAL DIFERENCIA
(£2g) (£2g) DE PESO
B 32,6 33,33 1,53

C1 32,8 32,5 1,67

C2 31,5 29,6 -0,9

T1 28,3 29,43 1,17

T2 27,0 27,53 0,50

T3 29,1 30,27 1,17

2,00 -

1,50 - mEB
ET1

1,00 -
mT2

0,50 - mT3
mCl

0,00 .

DIFERENCIA DE PESO
0,50 -
-1,00

GRAFICO N°. 3 DIFERENCIA DE PESO DURANTE 15 DIAS DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO.

El Grafico N° 3, nos muestra que existe una mayor pedida de peso del control positivo
(C2), que fue tratado con el medicamento comercial (EUGLUCON), sin embargo los
tratamiento con extracto de semilla de alpiste al 100, 70 y 30% también muestra una
disminuciéon de peso corporal en relacion con el Blanco (B), que se mantuvo en

condiciones normales, sin administracion de ninguna sustancia y el control negativo (C1)
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que recibié un placebo como tratamiento. Siendo mas notoria la disminucion de peso

con extracto de semilla de alpiste al 70%.

3.4.3 DETERMINACION DE TOXICIDAD AGUDA EN DOSIS REPETIDAS.

Para el estudio de toxicidad aguda se tom6 4 grupos de 3 ratones (Mus musculus) al cual
se le administré durante 15 dias por via oral 1 mL del extracto acuoso al 100%, 70%,
30% y 0% respectivamente y al final de esto fueron sacrificados y realizado el estudio

histopatologico de higado y rifiones, tomando al azar un ratoén por cada lote.

CUADRO N°. 17. PROTOCOLO FARMACOLOGICO DEL ESTUDIO DE TOXICIDAD AGUDA DEL
EXTRACTO DE ALPISTE AL 100, 70 y 30 % (Phalaris canariensis). BIOTERIO.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. ABRIL DEL 2012.

GRUPO B X Y V/
1 Bl X1 Y1 Z1
2 B2 X2 Y2 72
3 B3 X3 Y3 Z3

B= Ratones sin tratamiento
X= Ratones administrados extracto acuoso de alpiste al 100% durante 15 dias.
Y= Ratones administrados extracto acuoso de alpiste al 70% durante 15 dias.

Z= Ratones administrados extracto acuoso de alpiste al 30% durante 15 dias.

CUADRO N°.18.  RESULTADOS HISTOPATOLOGICOS DE ORGANOS: HIGADO Y RINONES PARA
LA DETERMIANCION TOXICIDAD AGUDA DEL EXTRACTO DE ALPISTE AL 100,
70 y 30 %. BIOTERIO. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. ABRIL

DEL 2012.
GRUPO ESTUDIO MICROSCOPICO
HIGADO RINON DERECHO RINON IZQUIERDO
X Histoldgica normal Histologica normal Histologica normal
Histoldgica normal Histolégica normal Histologica normal

V4 Histoldgica normal Histologica normal Histologica normal
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En el cuadro N° 18 se expresan los resultados del estudio de toxicidad aguda del extracto
acuoso de alpiste al 100%, 70% y 30%, mediante el estudio histologico de los 6rganos
mas comprometidos (higado y rifiones), se encuentran en condiciones normales, sin
ningun dafio, lo que nos indica que el extracto acuoso de alpiste no posee un toxicidad en

sus diferentes concentraciones. (ANEXO N°9)



CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES

1. Los resultados del control de calidad de la semilla de alpiste, (humedad, cenizas
totales, cenizas solubles en agua e insolubles en 4cidos.) se encuentran dentro de
los limites establecidos por la USP para materia vegetal, excluyendo el analisis

microbioldgico que mostrd alta contaminacion de hongos del género Rizophus.

2. El extracto acuoso de la semilla de alpiste (Phalaris canariensis) muestra
metabolitos secundarios tales como, resina, compuestos esteroidales, compuestos
nitrogenados, y sustancias grasas que son los posibles agentes que intervienen en

el efecto hipoglicemiante de esta semilla.

3. Estadisticamente no existe una diferencia significativa entre los grupos C2 que
recibid tratamiento con el medicamento comercial (EUGLUCON) y T2 (dosis al
70% del extracto acuoso de alpiste) mostrandose ser grupos homogéneos. Lo que
no sucedi6 con los grupos tratamientos T1 y T3 (dosis al 100% y 30% del
extracto acuoso de alpiste respectivamente) que muestran una diferencia
significativa con el grupo Control (C2). Comprobandose que el extracto acuoso
de la semilla de alpiste (Phalaris canariensis) en una dilucion del 70% posee
mejor actividad hipoglicemiante, en ratones (Mus musculus) con hiperglucemia
inducida mediante una sobrecarga de sacarosa, que a concentraciones de 100% y

30%.

4. Se evidenci6é una reduccion de peso en los animales con tratamiento durante 15
dias del extracto acuoso de alpiste al 100%, 70% y 30%, siendo mayor efectivo el
extracto al 70% ya que existe una mayor pérdida de peso en comparaciéon con

los animales que no recibieron ningtn tratamiento.
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5. Las dosis del extracto acuoso de la semilla de alpiste (Phalaris canariensis) al
100, 70 y 30% no posee actividad toxicoldgica demostrada mediante el estudio
histopatologico de los 6érganos que fueron mas comprometidos durante el estudio:

higado y rifiones, que presentan una histologia normal.



CAPITULOV

5. RECOMENDACIONES

1.

Realizar estudios fitoquimicos mds amplios para conocer los componentes
presentes en la semillas de alpiste (Phalaris canariensis) e investigar nuevas

propiedades farmacologicas.

Se recomienda ampliar la investigacion implicando otros métodos de estudio y

estableciendo la dosis efectiva que posee la actividad.

Seleccionar el alpiste que es apto para el consumo humano libre de silica, y que
cuente con una inocuidad apropiada puesto que ésta puede causar alteraciones a la

salud a largo plazo.



CAPITULO VI

6. RESUMEN

Evaluar el efecto hipoglicemiante de la semilla de alpiste (Phalaris canariensis), en
ratones (Mus musculus) con hiperglicemia inducida mediante una sobrecarga de sacarosa,

este estudio se realizo en el bioterio de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH.

Se utilizdo el método experimental, para lo cual se empelaron 18 ratones que fueron
divididos en 6 grupos de 3 animales cada uno denominados: T1,T2,T3 (dosis al 100%,
70% y 30% de extracto de semilla de alpiste respectivamente), C1 (Control negativo),
C2 (Control positivo, dosis de Glibenclamida 0.3g/kg) y B (Blanco, grupo de referencia),
Una vez administrado los tratamientos a los grupos de estudio se indujo la hiperglucemia,
para lo cual 30 minutos después de la administracion de los tratamientos se administrd
por via oral una solucion de sacarosa de 14g/kg. Posteriormente se evalu6 la glicemia
mediante tiras reactivas y leidas en el medidor de glicemia PRODIGY, a los 36 minutos,

86 minutos, 6 y 12 horas después de la sobrecarga de sacarosa.

Los resultados se analizaron estadisticamente a través del test ANOVA y prueba de
Tuckey al 5%, estableciéndose una disminucion de glucemia en un 44% con el
tratamiento T1, 54 % con el tratamiento T2 y 21% con el tratamiento T3, en relaciéon con

el medicamento comercial que reduce la glicemia en un 62,4%.

Concluyendo que el extracto acuoso de alpiste posee efecto hipoglicemiante, siendo el
mejor tratamiento el extracto acuoso al 70%, ademas el estudio histopatoldgico

demuestra que el alpiste no posee efecto toxico.

Es recomendable realizar estudios mas amplios ya que es un gran aporte para nuevos

tratamientos para diabetes.



SUMARY

This research was conducted in the animal facility of the Sciences Faculty of
the Superior Polytechnic of Chimborazo to evaluate the effect hypoglycemic
birdseed in mice (Mus musculus) with hyperglycemia induced by sucrose

overload.

The experimental method was used, and 18 nice were manipulated, divides
into 6 groups of 3 animals each denominated T1, T2, T3 (dose 100%, 70%,
30% birdseed extract respectively), C1 (negative control), C2 (positive
control, Glibenclamide dose 0.3 g/kg) and B white group), once treatments
administered the study groups was induced hyperglycemia, 30 minutes after
administration of treatments were administered orally 14 g/kg sucrose
solution. Subsequently glycemia was evaluated using test strips and meter
read in the glycemic PRODIGY, 36 minutes, 86 minutes, 6 and 12 hours

after sucrose overload.

The results were statistically analyzed by the ANOVA test and Tukey al 5%,
settling glucose decreased 44% by treatment T1, 54% to 21% treatment with

T2 and T3, related to the commercial drug that lowers blood glucose by
62%.

It concluded that the aqueous extract has hypoglycemic effect birdseed, with
the best treatment to 70%, and the histopathologic study showed that the

toxic effect has not birdseed.
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CAPITULO VIII

8. ANEXOS

ANEXO N° 1. MATERIA PRIMA UTILIZADA EN LA PREPARACION DEL EXTRACTO ACUSO DE
ALPISTE. LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. RIOBAMBA. FEBRERO 2012.

FOTOGRAFIA N° 4. SEMILLA Y EXTRACTO DE ALPISTE.

ANEXO N° 2. DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD Y CENIZAS DE ALPISTE.
LABORATORIO DE PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS.
ESPOCH. RIOBAMBA. FEBRERO 2012.

FOTOGRAFIA N° 5. DETERMINACION DE DEL CONTENIDO DE HUMEDAD DE LA SEMILLA DE
ALPISTE.
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FOTOGRAFIA N° 6. DETERMINACION DE CENIZAS TOTALES E INSOLUBLES DE LA SEMILLA DE
ALPISTE

ANEXO N° 3. TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL EXTRACTO ACUOSO DE ALPISTE. LABORATORIO DE
PRODUCTOS NATURALES. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA.
FEBRERO 2012.

FOTOGRAFIA N° 7. ENSAYOS DE IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS DEL
EXTRACTO ACUOSO DE ALPISTE.
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ANEXO N° 4. ESTUDIO MICROBIOLO()GICO DE LA SEMILLA DE ALPISTE. LABORATORIO DE
MICROBIOLOGIA. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. ABRIL 2012.

FOTOGRAFIA N° 8. Rizophus

ANEXO N°5 AMBIENTACION DEL MATERIAL BIOLOGICO PARA EL ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD
HIPOGLICEMIANTE DEL EXTRACTO ACUOSO DE ALPISTE. BIOTERIO. FACULTAD
DE CIENCIAS.ESPOCH. RIOBAMBA. MARZO 2012.

FOTOGRAFIA N° 10. MANIPULACION Y TOMA DE PESO DE LOS ANIMALES DE
EXPERIMENTACION.
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ANEXO N° 6. ADMINISTRACION DE SUSTANCIAS PARA LA EVALUCION DE LA ACTIVIDAD
HIPOGLICEMIANTE DEL EXTRACTO ACUOSO DE ALPISTE. BIOTERIO.
FACULTAD DE CIENCIAS.ESPOCH. RIOBAMBA. MARZO-ABRIL 2012.

FOTOGRAFIA N° 11. MATERIALES Y ADMINISTRACION DE EXTRACTO AL 100%.

ANEXO N°7. TOMA Y LECTURA DE MUESTRAS DE SANGRE PARA LA EVALUCION DE LA
ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL EXTRACTO ACUOSO DE ALPISTE.
BIOTERIO. FACULTAD DE CIENCIAS.ESPOCH. RIOBAMBA. MARZO 2012.

FOTOGRAFIA N° 12. TOMA DE MUESTRA Y LECTURA DE GLICEMIA.
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ANEXO N° 8. ESTUDIO TOXICOLOGICO DEL EXTRACTO ACUOSO DE ALPISTE. BIOTERIO.
FACULTAD DE CIENCIAS.ESPOCH. RIOBAMBA. ABRIL 2012.

FOTOGRAFIA N° 14. ORGANOS PARA EL ESTUDIO HISTOPATOLOGICO. (A. HIGADO, RINONES,
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FOTOGRAFIA N° 15. CORTES HISTOOGICOS DE HIGADO Y RINONES.

FOTOGRAFIA N° 16. PLACAS DE HIGADO Y RINONES PARA EL ESTUDIO HISTO'PATOLOGICO.
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RESULADOS DEL ESTUDIO HISTOPATOLOGICO. ABRIL 2012.

EXAMEN HISTOPATOLOGICO DE RATONES ALBINOS

ADMINISTRADOS EXTRACTO ACUOSO DE ALPITE

LOTE |

MACROSCOPICO

MICROSCOPICO

LOTE 1 (Extracto 100%)

Glomérulos conservacion de la
membrana, tubulos de calibre y
contenido normal, ligera
congestion vascular y pequefios
focos de linfocitos.

R1/12 Rifidn derecho: 1,4x1x0,6 cm
R1/12 Rifién izquierdo: 1,4x1x0,6 cm
R1/H12 Higado: 3,0x2,8x 0,7cm

Globulillos hepaticos de

arquitectura conservada,

espacio porta normales,
vasos congestivos.

LOTE 2 (Extracto 70%)

Glomérulos conservacion de
la membrana, tubulos de
calibre y contenido normal,
ligera congestion vascular y
pequefios focos de linfocitos.

R2/12 Rifién derecho: 1,4x1x0,6 cm
R2/12 Rifidn izquierdo: 1,4x1x0,6 cm
R2/H12 Higado: 4,0x2x 1 cm

Globulillos hepaticos de

arquitectura conservada,

espacio porta normales,
vasos congestivos.

LOTE 3 (Extracto 30%)

Glomérulos conservacion de
la membrana, tubulos de
calibre y contenido normal,
ligera congestion vascular y
pequefios focos de linfocitos.

R3/12 Rifién derecho: 1,4x1x0,5 cm
R3/12 Rifién izquierdo: 1,4x1x0,5cm
R3/H12 Higado: 3,8x2,5x 0,8 cm

Globulillos hepaticos de

arquitectura conservada,

espacio porta normales,
vasos congestivos.

Dr, Oswaldo Duque
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ANEXO N° 10. RESULADOS DEL ESTUDIO MICROBIOLOGICO DE LA SEMILLA DE ALPISTE. ABRIL
2012.

(Saamic

Contactanaos: 09338700 - 032942022 & (93806600 = 03360-260
Ay, 11 de Noviembre y Milton Reyes Riobamba — Ecuador

EXAMEN MICROBIOLOGICO DE ALIMENTOS

CLIENTE: 5rta, Silvia Reinoso CODIG0: 46-12
DIRECCION: Nathaly Tarres y Simon Bolivar TELEFONG: (a4503080
| TIPG DE MUESTRA: Extracto acuoso de alpiste

FECHA DE RECERCION: 2012-04-16
FECHA DE MUESTRED: 2012-04-16
_ EXAMEN FISICO B

COLOA: Blamoo
| oLoR: Caracteristico
ASPECTO: Liguids

02 DETERMINACIOMNES METODD USADD VALOR ENCONTRADO

Recuento de aerabios mesofilos vertido en placa s
UFCml
Coliformes fecales Petrifilm < 10
_UFC mi

03 OBSERVACIONES:
FECHA DE ANALISIS: 2012-04-15
FECHA DE ENTREGA: 2012-04-19 ,
RESPONSABLES:

: inla Willa
-._.-.r|ll.-n':-'l'll..lh||_L'?'EG —
. [H &, GIHA LLVAREZ
Fl informe solo afecta a la i elinforme no deberd

reprodutirse sing en su totalidad previo autorizacion de las responsables.
*La muestra ek receptada en el laboratorio
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(Saamic

Contictancs: 093387300 - 032942022 & 093806600 - nﬂﬁﬁ-!ﬁﬂ
Av. 11 de Moviembre y Milton Reyes Riobamba — Ecuadar

EXAMEN MICROBIOLOGICO DE ALIMENTOS

CLIENTE: Srta. Silvia Reinaso

CODIGO: 46-12

DIRECCION: Nathaly Torres y Siman Bolivar

TELEFOMO: 084503020

TIPO DE MUESTRA: Alpiste

| FECHA DE RECEPCION: 2012-04-16

| FECHA DE MUESTRED: 2012-04-16

EXAMEN FISICO

COLOR; Abana

DOLOR: inapreciable

| ASPECTO: Regular homagéneo tipo lenteja

02 DETERMINACIONES METODO USADO RESULTADO
Reconocimienta de hm‘lgﬂ; Vertido en Fﬂm Presencia do Hongas
Espacir Riizagos
03 OBSERVACIONES: ]
FECHA DE ANALISIS: 2012-04-16
FECHA DE ENTREGA: 2012-05-07
RESPOMNSABLES:

Dra. Fabiola Villa

gzayo; el informe no deberd
Jcidn de bos responsables,
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ANEXO N° 11. DETERMINACION DE TIEMPOS PARA TOMA DE MUESTRAS. BIOTERIO. FACULTAD
DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. MARZO 2012.

Tiempo Hora Glicemia g/dL.
0 9:00 101
9:30 202
36 min 9:36 216
9:40 215
9:55 226
1H 10:00 267
10:07 269
10:10 265
10:15 301
1h26 10:26 349
10:35 205
10:45 204
10:10 232
2H 11:00 162
4H 13:00 158
6H 15:00 156
12H 21:00 114
400
350 "

300 /\

250 "J \

200 f’.-‘/ \—A\.’_.

150 '1 \ —e—Glicemiag/dl

100

Glicemia

50

D Lo b
i) ! :
S

N W LD DD
oS o S PSS

T

GRAFICO N°. 4. NIVELES DE GLUCOSA DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE SOBRECARGA DE
GLUCOSA. BIOTERIO. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. MARZO
2012.
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ANEXO N° 12. RESULTADOS DE GLICEMIAS DE TODOS LOS GRUPOS PARA LA EVALUACION DE
LA ACTIVIDAD HIPOGLICEMIANTEDEL EXTRACTO DE ALPISTE (Phalaris
canariensis). BIOTERIO. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. MARZO-
ABRIL 2012.

CUADRO N°.19. RESULTADOS DE GLICEMIAS DE TODOS LOS GRUPOS PARA LA EVALUACION
DE LA ACTIVIDAD HIPOGLICEMIANTEDEL EXTRACTO DE ALPISTE (Phalaris
canariensis). BIOTERIO. FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. RIOBAMBA. ABRIL

DEL 2012.
GRUPO REPETICION [EEENIES
0 min 36 min | 96 min 6H 12H
a x 99 92 9% | 90
BLANCO B b " s ) ol o
c * 86 83 82 | 84
a 87 206 | 349 | 156 | 114
N R o b 95 192 | 297 | 169 | 110
¢ 84 27 | 283 | 173 | 103
a 99 167 | 128 | 188 | 125
NI & b 89 174 | 100 | 116 | 98
c 97 165 | 98 152 | 109
a 78 361 | 124 | 118 | 98
TR s O] b 99 336 | 140 | 133 | 100
c 95 301 | 185 | 102 | 99
a 85 216 | 131 | 118 | 100
TRAT@DO{ZE)NTO 2| 12 b 91 189 | 102 88 | 87
c 89 156 | 142 89 | o8
a 78 241 | 237 9 | 108
i 31 T3 b 85 256 | 222 | 128 | 90
c 73 248 | 229 | 113 | 98
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ANEXO N° 13. RESULTADO ESTADISTICO: ANOVA UN FACTOR HOCEDASTICIDAD.

Anova Un Factor, Homocedasticidad

Variable Respuesta: Valores de Glucosa
Variable Explicativa: Tratamientos

Nimero de Casos: 60

Prueba C de Cochran: 0.4252 P-valor = 0.0256
Prueba de Bartlett: 15.1097 P-valor = 0.0045
Prueba de Levene: 6.0177 P-valor = 0.0004

ANEXO N° 14. RESULTADO ESTADISTICO: ANOVA DOS

Anova Dos Factores. Estadisticos

FACTORES.

Wariable Respuesta: Valores de Glucesa
Variable (s) Explicativa(s): Tiempo, Tratamientos
lNimero de Casos: 2
Desviacion E.E. de la

Tiempo [ | Media Mediana Varianza Tipica Media (*)

6 1 18 121.5000 1137.3497 33.7246 7.9490 61.0000 188.0000 127.0000

12 ] 18 58.5000 229.4118 15.1463 3.5700 £2.0000 125.0000 €3.0000

36" ] 18 204.0000 5363.4379 79.7712 18.8022 68.0000 361.0000 293. 0000

1h26 1 18 158.0000 3056.4575 77.8232 18.3451 64.0000 349.0000 285.0000

Total | 72 150.2083 125.5000 5103.0405 T71.4356 8.418¢ 61.0000 361.0000 300.0000

Desviacion E.E. de la

Tratamientes | N Media Mediana ‘Varianza Tipica Media (*) Minimo Maximo Rango
T3 1 12 172.5000 175.0000 4952.4545 70.3737 20.3151 SC.0000 256.0000 166.0000
c2 1 12 135.8333 127.0000 1036.6970 32.1978 9.2947 SE€.0000 188.0000 S0.0000
T2 1 12 132.0000 128.0000 1795.6364 42.3749 12.2326 6€.0000 216.0000 148.0000
C1 ] 12 194.0833 182.5000 5332.6288 73.0249 21.0805 1C3. 0000 349.0000 246.0000
™ 1 12 185.2500 148.5000 9703.2955 98.5053 28.4360 SE. 0000 361.0000 263.0000
B 1 12 80.5833 83.5000 182.4470 13.5073 3.8992 &1.0000 99.0000 38.0000
Total 1 72 15).2083 125.5000 5103.0405 71.4356 B8.4188 61.0000 361.0000 300.0000

(*) Usar con propdsito de estimacién para el I.C. de la media
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GRAFICO N°. 5. DISPERSION DE DATOS DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO.
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GRAFICO N°. 6. MEDIAS EN FUNCION DE DATOS DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO.
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ANEXO N° 15. RESULTADO ESTADISTICO: ANOVA DOS FACTORES. MEDIA E I.C

Anova Dos Factores, Medias e I.C.

Variable Respuesta: Valores de Glucosa
Variable(s) Explicativa(s): Tratamientos, Tiempo
Himerc de Casos: 60

Tabla de Medias

n Media

Total 60 164.1333
Tratamientos

C1 12 194.0833
c2 12 135.8333
T1 12 186.2500
T2 12 132.0000
T3 12 172.5000
Tiempo

12 15 101.0667
1h26 15 193.0000
36" 15 229.6667
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ANEXO N°. 16. PESOS DE RATONES DURANTE 15 DIAS DE TRATAMIENTO. BIOTERIO.
FACULTADDE CIENCIAS. ESPOCH.RIOBAMBA. MARZO —-ABRIL 2012.

CUADRO N° 20. PESOS DE RATONES DURANTE 15 DIAS DE TRATAMIENTO. BIOTERIO.
FACULTAD DE CIENCIAS. ESPOCH. MARZO-ABRIL 2012.

FECHA | MAR/ABR | 28 29 30 31 1 2 3 4 6 7 8 9 10 11
DIA | N° 1 2 3 4 5 6 7 8 10 | 11 12 | 13 14 | 15
I 29,51 30,5| 31,7] 29,5 31,6 32,3| 32,5| 31,7| 31,0| 31,2| 31,2| 31,5| 31,4] 30,8
B 11 36,9 35,8 36,9|37,2] 39,2| 39,3 | 38,9| 37,2 | 38,4 | 38,1 | 38,1 | 38,9 38,3 | 35,7
111 31,5| 31,5| 32,8 | 31,5| 32,5| 33,5| 33,8 | 33,8 | 34,1 34| 34,1 | 34,3 | 34,2 | 34,5
I 31,7 32,8 | 33,5] 31,7| 33,7| 34,3 | 33,9] 33,5| 34,5| 34,6| 34,6 33,9] 33,5] 33
Al I 27,91 26,0| 26,7] 27,9 29,1 | 29,1 | 28,9 26,7 | 28,0| 27,8 | 27,8 | 28,9| 27,3| 27,4
11 26,2 | 26,1 | 26,8] 26,9 | 27,2 | 27,3| 27,1 | 27,4 | 28,4 | 28,1 | 27,3 | 27,4 | 27,5] 27,9
| 25,41 259(28,1| 254 28,5]29,9| 28,7| 28,1 | 283 | 27,6| 27,6 27,7| 27,5]| 26,6
A2 11 31,11 29,1(29,8]31,1] 32,8323 31,1]29,8]|30,9| 30,3] 30,3| 31,1 | 30,8] 29,3
11 26,5] 26,1262 26,3| 26,1 | 25,4| 26,5| 26,1 | 26,3 | 26,1 | 26,4 | 26,8 | 26,8 | 26,7
| 30,4] 30,5 30,1] 29,4|31,4| 31,4| 31,3| 30,1 | 31,7| 32,6| 32,6 31,3| 31,5] 30,2
A3 I 25,81 25,6(259] 26,9] 26,0| 26,8 | 26,3| 25,9| 25,8 26,3| 26,3 | 26,3 | 26,1 | 25,7
11 31,4 31,2 32]31,2|32,4| 32,9] 33,8| 33,8 | 34,1| 33,9| 34,1 | 34,1 | 34,2| 34,5




