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Determinacion de la influencia del extracto de las hojas de Tecoma stans

(Bignoniaceae) sobre la glicemia de ratones normo e hiperglucémicos

Resumen

El propdsito de este trabajo fue evaluar la influencia del extracto metandlico de las hojas de
Tecoma stans (Bignoniaceae) (ETs) sobre la glicemia de ratones: a) normo glicémicos b) e
hiperglicémicos por aloxano. El trabajo es de disefio experimental y la metodologia consistid
por un lado en el analisis fitoquimico preliminar, que utiliza reacciones de
coloracidn/precipitacion, asi como cromatografia en capa fina para identificar grupos de
metabolitos secundarios, la determinacion de una “huella dactilar” cromatografica por
cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a espectrometria de masas (LCMS), por el
otro lado, en evaluar la dosis letal e influencia sobre el comportamiento general de ratones
con dosis seleccionadas (deducidas de la DL50) para emplearlo en el ensayo principal. El
estudio cualitativo de la composicién quimica de ETs mostrd la presencia de alcaloides
diversos, esteroides y/o triterpenoides, leucoantocianidinas y terpenos, el analisis de los
espectros de masa obtenidos de los picos presentes en el cromatograma del extracto de T.
stans permitio identificar algunos componentes del mismo, siendo estos flavonoides como
la quercetina, apigenina, kaempferol, crisoeriol y alcaloides como la tecomina y tecostanina.
La administracion oral de hasta 3000mg/kg de ETs no indujo letalidad en 24h, indicando
baja toxicidad en ratones. ETs no afecta el comportamiento general de ratones sometidos a
las dosis seleccionadas para el ensayo principal. El tratamiento oral de grupos de animales
(5 grupos patologicos-hiperglucémicos y 5 grupos normo glicemicos) se realizo durante 28
dias con solucién salina, ETs (125, 250 y 500 mg/kg) y tolbutamida (200 mg/kg) como
farmaco patron. La dosis de 125 mg/kg de ETs redujo el nivel de hiperglicemia en un 33%
al final del tratamiento de 28 dias en los grupos patologicos. Ademas, mantuvo estable el
peso corporal a niveles bajos del grupo tratado con la misma dosis. Asimismo, la
administracion aguda de las dosis de ETs a todos los grupos de animales (normo e hiper
glicémicos) no indujeron variacion significativa de la glicemia durante las 7 h de
observacion. lIgualmente, la tolerancia oral a la glucosa no fue afectada por el tratamiento
con 125 mg/kg de ETs. Por tanto, basado en los resultados concluimos que ETS es poco
toxico y manifiesta capacidad de reducir la glicemia de animales hiperglicémicos inducidos
por aloxano y cuyo mecanismo de accion y componente(s) involucrado(s) desconocemos y
podria estar relacionado en parte a la inhibicion de la alfa glucosidasa y la lipasa pancreatica.
Los resultados promueven la realizacion de estudios adicionales quimicos y farmacolégicos
complementarios para responder las interrogantes resultantes.

Palabras claves: Extracto metanolico, Tecoma stans, glicemia, LCMS.



Determination of the influence of the extract of the leaves of Tecoma stans

(Bignoniaceae) on the glycemia of normo and hyperglycemic mice

Summary

The purpose of this work was to evaluate the influence of the methanolic extract of the leaves
of Tecoma stans (Bignoniaceae) (ETs) on the glycemia of mice: a) normoglycemic b) and
hyperglycemic by alloxane. The work is of experimental design and the methodology
consisted on the one hand in the preliminary phytochemical analysis, which uses coloration
|/ precipitation reactions, as well as thin-layer chromatography to identify groups of
secondary metabolites, the determination of a chromatographic "fingerprint" by High
performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LCMS), on the other
hand, in evaluating the lethal dose and influence on the general behavior of mice with
selected doses (deduced from the LD50) to be used in the main test. The qualitative study of
the chemical composition of ETs showed the presence of various alkaloids, steroids and / or
triterpenoids, leukoanthocyanidins and terpenes, the analysis of the mass spectra obtained
from the peaks present in the chromatogram of the T. stans extract allowed to identify some
components thereof, these flavonoids being quercetin, apigenin, kaempferol, chrysoeriol and
alkaloids such as thecomine and tecostanine. Oral administration of up to 3000mg / kg of
ETs did not induce lethality in 24h, indicating low toxicity in mice. ETs do not affect the
general behavior of mice subjected to the doses selected for the main test. Oral treatment of
groups of animals (5 pathological-hyperglycemic groups and 5 normo-glycemic groups) was
carried out for 28 days with saline, ETs (125, 250 and 500 mg / kg) and tolbutamide (200
mg / kg) as standard drug. The 125 mg / kg dose of ETs reduced the level of hyperglycemia
by 33% at the end of the 28-day treatment in the pathological groups. In addition, it kept
body weight stable at low levels in the group treated with the same dose. Likewise, the acute
administration of the doses of ETs to all groups of animals (normal and hyperglycemic) did
not induce significant variation in glycemia during the 7 h of observation. Likewise, oral
glucose tolerance was not affected by treatment with 125 mg / kg of ETs. Therefore, based
on the results, we conclude that ETS is not very toxic and shows the ability to reduce the
glycemia of hyperglycemic animals induced by alloxane and whose mechanism of action
and component (s) involved are unknown and could be related in part to inhibition. alpha
glucosidase and pancreatic lipase. The results promote the performance of additional
complementary chemical and pharmacological studies to answer the resulting questions.

Keywords: Methanolic extract, Tecoma stans, glycemia, LCMS.



1.- INTRODUCCION

En 2006 habia aproximadamente 180 millones de personas con diabetes mellitus tipo
2 (DM2) en todo el mundo, particularmente en paises en desarrollo (Organizacion
Mundial de la Salud, 2006).

El extracto acuoso de Tecoma stans (TAE) se usa ampliamente como antidiabético en
la medicina tradicional de México; Su uso racional es controvertido. Se evaluo la
inhibicidn in vivo e in vitro de las glucosidasas intestinales como el posible modo de
accion de TAE en modelos animales con diabetes mellitus tipo 2 (DM2), y para
analizar los efectos subcrdnicos de su administracion en lipidos y niveles de glucosa

en sangre. !

La administracion intravenosa de la infusion de Tecoma en perros normales produce
una respuesta hipoglucémica temprana e hipotension arterial seguida por una lenta
disminucion de los valores de glucosa en sangre con una concomitante
hipertrigliceridemia; No se detectaron cambios importantes en la insulina
inmunorreactiva. La frecuencia cardiaca aumentd gradualmente después de la
administracion del extracto en los primeros 60 minutos y persistié durante varias horas.
Los efectos observados en parametros de la sangre parecen estar relacionados con el
metabolismo del glucégeno hepatico, que implica una activacion de la glucogendlisis.
El efecto de disminucidon de la glicemia tardia de la infusion de Tecoma stans podria
considerarse secundario a la produccion de la glucosa hepatica observada. El estudio
representa un intento de dilucidar lo atribuido popularmente.?

Tecoma stans es utilizado tradicionalmente por varios grupos étnicos en México y
América Central para tratar la diabetes. Esta especie se menciona en la mayoria de los
estudios etnofarmacologicos enfocados en plantas medicinales recopilados en México

utilizadas como tratamiento antidiabético.®

Recientemente, se descubrid que esta planta muestra un alto nivel de actividad

inhibidora de la lipasa pancreética. 3

Se efectud una caracterizacion quimica y farmacoldgica in vitro de algunos de los

compuestos responsables de actividad antilipasa.®

La purificacion quimica bioguiada del extracto hidroalcohdlico produjo una fraccion
organica (acetato de etilo, TsEA), fracciones de flavona (TsC1F13), (TsC1F15),

(TsC1F16) y compuestos aislados (crisoeriol, apigenina, luteolina y verbascésido) con



la capacidad para inhibir la actividad de la lipasa pancreatica. La fraccion mas activa
(TsC2F6B) estaba constituida por una mezcla de crisoeriol (5,7-dihidroxi-2- [4-
hidroxi-3-metoxifenil] cromen-4-ona, 96%) y apigenina (4%). Esta mezcla de flavonas
mostré un porcentaje de inhibicion del 85% cuando se evalud a 0,25 mg / ml. La
luteolina y el crisoeriol produjeron una inhibicion mixta y no competitiva con valores
de concentracion inhibidora media (ICso: 63 y 158 Mm) respectivamente. El contenido
de crisoeriol también se cuantifico en el extracto hidroalcohdlico (TSHAE) y la
fraccion orgénica (TSEA) con 1% y 7% respectivamente. Todo esto confirma que una
alta proporcion de ambas flavonas producen un aumento de la actividad biol6gica
debido a que presentan la mayor inhibicion de la enzima lipasa de forma dependiente

de la concentracion.®

Datos del Programa Nacional de diabetes de enero a octubre del 2020 indican que la
diabetes en Paraguay afecta actualmente al 9.7 % de la poblacion total,
aproximadamente 700.000 personas viven con esta patologia, de las cuales solo el 50%
conoce su enfermedad.

Tecoma stans es una especie de planta perenne caducifolia con abundante floracion,
perteneciente a la familia Bignoniaceae. Es conocida cominmente como amarguito,
candelillo, copete, flor amarilla, fresnillo, sardinillo, sauco amarillo, trompetilla,
tronadora, vainillo o x’kanlol.® Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth es el nombre
aceptado por el catalogo The Plant List.* En Paraguay se lo conoce como lapachito o

campanita.

Se cultiva en diversos habitats y condiciones climaticas alrededor del mundo debido a
su alto nivel de adaptacion y rapido crecimiento. Sus flores abundantes de vivos
colores amarillos favorecen su empleo como planta ornamental en calles, avenidas,

parques Y jardines.’

La especie Tecoma stans es una planta arborea perenne de porte bajo, de 4-6 m de
altura, con un dosel disperso e irregular. El tronco se encuentra ramificado desde la
base con ramas delgadas y escamosas, la corteza es de color castafio-grisaceo, fibrosa,

aspera y hendida. ®

Las hojas son compuestas o imparipinnadas de 25 cm de largo y de 3-11 foliolos
elipticos u oblongos con bordes aserrados, apice acuminado y color verde. ®


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-318412

Las inflorescencias se presentan en racimos terminales con la corola tubular o
campanulada de 3-5 cm, fragantes y de brillantes tonos amarillos. El fruto es una
capsula -vaina- dehiscente de 20 cm de largo, de color café oscuro al madurar y con
numerosas semillas. Las semillas planas de apice blanquecino y alas traslucidas en los
extremos miden 2-5 cm de largo por 8-10 mm de ancho. Es una planta hermafrodita,
ya que posee los 6rganos femeninos -pistilos- y masculinos -estambres- en la misma
flor.®

Tecoma stans es una especie adaptada a los ecosistemas tropicales y subtropicales de
Centroamérica. Se ubica en bosques tropicales caducifolios y perennifolios, bosques

templados de altura, matorrales xeréfilos y areas del litoral intertropical. °

Es una especie nativa de México y se distribuye en los Estados Unidos desde el sur de
la Florida, incluyendo Texas y Arizona. Ademas, se localiza en Centroamérica y el
Caribe, y a través de los Andes por Suramérica hasta el norte de Argentina. ®

En el “Catalogo de Plantas Medicinales usadas en Paraguay” no se encuentran datos

de su uso tradicional en el Pais. ©

Sin embargo, en algunos paises como México y actualmente pobladores de la ciudad
de Itaugua de Paraguay utilizan tradicionalmente infusiones de las hojas de Tecoma
stans (Bignoniaceae) alegando que producen un efecto de disminucion de la
hiperglucemia. Lo utilizan como medicina alternativa o concomitante con los
medicamentos utilizados para el tratamiento de la diabetes.

En este trabajo se ha determinado la influencia de la administracién oral cronica del
extracto de las hojas de Tecoma stans (Bignoniaceae) recolectadas en la ciudad de
Itaugua sobre la glicemia de ratones normo e hiperglucémicos (inducidos por aloxano)
tratados durante 4 semanas. Esta propuesta apuesta a una posible alternativa de futuros

tratamientos o validar el uso tradicional en pacientes con diabetes.



2.- JUSTIFICACION

En Paraguay la diabetes es una patologia cronica que representa actualmente un
porcentaje considerable de la poblacion total, debido a esto muchas personas
diagnosticadas buscan una alternativa para tratar o mejorar esta condicion, utilizando
medicinas alternativas como infusiones de plantas medicinales. El interés de estudiar
la influencia del extracto de las hojas de Tecoma stans (Bignoniaceae) sobre la
glicemia radica en que pobladores de la ciudad de Itaugué lo utilizan como medicina
por el conocimiento del uso tradicional en otros paises, alegan que sienten mejoria y
la glicemia en sangre fue normalizada o disminuida (ver encuestas en anexos).
Realizando una busqueda en los mercados de San Lorenzo e Itaugua no se encuentra
a la venta como planta medicinal, tampoco se encuentran datos bibliograficos de

estudios quimicos o farmacolégicos realizados en Paraguay.

Por ello esta investigacion tiene como finalidad iniciar la validacion del uso medicinal
atribuido a la infusion de las hojas de T. stans (Bignoniaceae) para el tratamiento
popular anti hiperglicemiante. Para el efecto, se propone por un lado el estudio del
extracto metanolico, caracterizar la composicion quimica del extracto por medio de un
andlisis fitoquimico preliminar, realizar una “huella dactilar” cromatografica por
cromatografia liquida de alta eficacia acoplada a espectrometria de masas (LCMS) y
por el otro lado, determinar la influencia de la administracidn oral cronica del extracto
de las hojas de T. stans_(Bignoniaceae) sobre el peso corporal y la glicemia de ratones
normo e hiperglucémicos (inducidos por aloxano) tratados durante 4 semanas. Evaluar
la variacion aguda de la glicemia y la tolerancia oral a la sobrecarga de glucosa. Esta
propuesta apuesta a conocimientos sobre la seguridad, la eficacia de T. stans y el
fortalecimiento de la posible evaluacion clinica futura, para brindar una alternativa de

futuros tratamientos coadyuvantes en pacientes con diabetes.



3.- OBJETIVOS

3.1.- OBJETIVO GENERAL

Evaluar la influencia del extracto metanodlico de las hojas de Tecoma stans

(Bignoniaceae) sobre la glicemia de ratones normo e hiperglucémicos.

3.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar la composicién quimica del extracto por medio de un analisis fitoquimico
preliminar.
Realizar una “huella dactilar” cromatografica por cromatografia liquida de alta eficacia

acoplada a espectrometria de masas (LCMS).

Determinar la influencia del extracto metandlico de las hojas de Tecoma stans sobre

la glicemia de ratones normoglucémicos.

Determinar la influencia del extracto metandlico de las hojas de Tecoma stans sobre

la glicemia de ratones con hiperglucemia inducida por aloxano.

4.- MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental.

4.1.- MATERIAL VEGETAL
DESCRIPCION

Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth es el nombre aceptado por The Plant List.™® Las hojas
de Tsse recolectaron en la ciudad de Itaugué de la Republica del Paraguay en su habitat
natural. El mismo fue identificado por investigadores del Departamento de Botanicay
se deposit6 un ejemplar de la planta en el herbario de la Facultad de Ciencias Quimicas

de la Universidad Nacional de Asuncién indexado con el nimero 4.810 Ver figura 1.


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-318412

FLORA DEL PARAGUAY
N HERBARIO FCQ

BIGNONIACEAE
Tecoma stans
N. V.: Lapachito Det: Yenny Gonzalez

Paraguay, Dpto. Central, Itaugua.
Coord.: 25223 0647 5,57 21" 426" W

‘Arbol perenne, hermafrodita, de porte bajo, de 4-6 m de
ra, con un dosel disperso e irregular. Tronco
nificado, ramas delgadas y escamosas, corteza castano-
0. Hojas compuestas, elipticas u oblongos con borde
apice acuminado. Inflorescencias en racimos
es, campanuladas, amarillas y frangantes. Fruto,
vaina-dehiscente marrén oscuro. Semillas

& R.Rivas Ne: 4810

Figura 1: Ejemplar de la planta en el herbario Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth

Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de Asuncion


http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/kew-318412

4.2.- PREPARACION DEL EXTRACTO Y ANALISIS FITOQUIMICO DE
TECOMA STANS

El material vegetal fue secado y reducido a polvo en un molino eléctrico. Se procedio
a la preparacion del extracto y al andlisis fitoquimico en el Departamento de
Fitoquimica de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de
Asuncion. La obtencion del extracto se efectu6 con la metodologia propia del

Departamento de Fitoquimica.

El material vegetal triturado fue extraido por maceracién con metanol grado HPLC
asistida por ultrasonido. Para ello se coloco el material (200 g) con 1,5 L de solvente.
Se sometid a un bafio de ultrasonido durante 30 minutos por tres veces con intervalos
de 15 minutos. Se dejo reposar por 24 horas y luego se procedio a extraer filtrando al
vacio sobre papel de filtro. Se repuso el solvente y el proceso se repitioé dos veces mas.
Los extractos fueron recolectados y se elimind el solvente a presion reducida
empleando un evaporador rotatorio. El extracto crudo semisélido de Tecoma stans
(ETs) fue almacenado en recipiente con tapa hermética y fue empleado para los
ensayos quimicos y farmaco-toxicoldgicos propuestos. Se obtuvo 54 gramos del
extracto bruto.

Para el analisis fitoquimico preliminar, se empled la metodologia descrita por
Sanabria-Galindo que utiliza reacciones de coloracién/precipitacion, asi como

cromatografia en capa fina para identificar grupos de metabolitos secundarios.’

4.3.- DETERMINACION DE HUELLA DACTILAR CROMATOGRAFICA
DEL ETs POR LCMS

Los analisis se llevaron a cabo en un cromatografo Waters (Milford, MA, EE.UU.)
Acquity UPLC acoplado con un espectréometro de masas Xevo TQD QqQ-MS como
detector. Para la separacion de los compuestos, se utilizé una columna Phenomenex
KINETEX core-shell EVO-C18 (2,1 mm x 100 mm, 1,7 um) (Phenomenex, Torrance,
CA, EE.UU.). La temperatura de la columna se mantuvo a 40 °C. La fase movil fue
metanol (fase A) y agua (Fase B) (grado LC-MS, Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania), ambos conteniendo acido férmico al 0,1% y formato de amonio 10 mM.
La elucion se realizo a una velocidad de flujo de 0,3 mL / min en modo de gradiente,
como sigue: 0-0,7 min, 80% —80% A, 0,7-3,2 min, 80% -60% A; 3,2-7,6 min, 60% —
20% A,; 7,6-8,3 min, 20% —0% A; 8,3-10,4 min, 0% —80% A, 10,4-13 min, 80% —



80% A. Las muestras se disolvieron en metanol LC-MS, se filtraron a través de filtros

de jeringa de nailon de 0,22 um y se inyectaron a una concentracion de 5 mg / mL.

Los espectros de MS se adquirieron utilizando el modo de barrido completo (m/z 80-
800, a una velocidad de 2000 m/z por segundo) con ESI como fuente de ionizacién en
los modos de ionizacion negativo y positivo. El gas nebulizador y el gas de secado
fueron nitrégeno. Las condiciones de MS fueron las siguientes: el voltaje capilar de
electropulverizacion fue de 2,5 kV, la temperatura de la fuente fue de 150 °C, la
temperatura de desolvatacion fue de 350 °C, el flujo de gas de cono fue de 80 L/hy
el flujo de gas de desolvatacion fue de 900 L / h.

44- REACTIVOS, FARMACOS Y DISPOSITIVO MEDICO
ELECTRONICO UTILIZADOS PARA LOS ENSAYOS
FARMACOLOGICOS

Los reactivos y farmacos empleados en este trabajo de investigacion son de calidad
analitica. Se utilizaron monohidrato de Aloxano, Tolbutamida, obtenidos de SIGMA
(USA). La glucosa fue obtenida de Milipore (Francia). El &cido citrico, citrato de
sodio, alcohol etilico, agua destilada, propilenglicol, tiras reactivas y detector Dr.

Gluco para el control del nivel glicémico fueron obtenidos localmente.

45.- EQUIPOS Y MATERIALES

Equipos: Molino eléctrico, cromatdgrafo liquido de ultra alta eficacia Waters Acquity
(Milford, MA, EE.UU.) acoplado con un espectrémetro de masas Xevo TQD QqQ-
MS, bafio maria QUIMIS, rota vapor Yamato, balanza analitica Mettler, balanza

granataria Alsep, detector Dr. Gluco para el control del nivel glicémico.

Materiales: Vidrierias diversas, jeringas, guantes de latex y de vinilo, cénulas

intragastricas, mascarillas, tiras reactivas Dr. Gluco para el control del nivel glicémico.

4.6.- PREPARACION DE REACTIVOS

Aloxano fue disuelto en buffer de citrato sddico/acido citrico a pH 4.5. Las
concentraciones iniciales para el ensayo de hiperglicemia piloto fueron de 10 y15
mg/mL. Luego de evaluar la respuesta fue decidido utilizar la concentracion de 13

mg/mL que representa la dosis de 130 mg/kg de aloxano.



Tolbutamida fue disuelta en una solucion mezcla compuesta de 10% de alcohol etilico,
40 % de propilenglicol y 50 % de agua destilada (v/v). La concentracion de
tolbutamida fue de 20 mg/mL y empledndose soluciones frescas recientemente

preparada cada dia.

El extracto fue disuelto en agua destilada a concentraciones de 12,5, 25,0 y 50,0

mg/mL para las dosis de 125, 250 y 500 mg/kg de peso corporal.

4.7.- ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Para la determinacion de la dosis letal 50 (DLso), la evaluacion del comportamiento
general y los estudios sobre el nivel de glicemia se emplearon ratones albinos hembras
de entre (15-25) g de peso corporal, con aproximadamente 2,5 meses de edad, criados
en el bioterio del Departamento de Farmacologia. Los trabajos farmacolégicos se
ejecutaron en salas de experimentacion con control ambiental adecuado (24+2 °C de
temperatura y 50-60 % de humedad relativa) en las instalaciones del Departamento de
Farmacologia de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Nacional de

Asuncion.

4.8.- TOXICIDAD AGUDA 'Y EFECTOS SOBRE EL COMPORTAMIENTO
DE ETs EN RATONES

Para el estudio de la DLso y comportamiento (Irwin, 1968; OECD, 2001; Roux et al.,
2004) se utilizaron grupos de 5 ratones, a los que se les administro dosis fijas de 3000
mg/kg como dosis Unica maxima y 125, 250 y 500 mg/kg de peso corporal
respectivamente ETs. Se utilizé agua destilada para disolver el extracto y solucién
salina 0,1 mL/10 g de peso corporal para el grupo control. Se verifico la mortalidad y
los efectos durante un periodo de 24 horas. Los pardmetros de locomocion, exploracion
y emocionalidad fueron evaluados en cada uno de los ratones. Las variaciones de
parametros comportamentales fueron registradas cada 5, 10, 15, 30, 60, 120 minutos y

luego de las 24 horas del tratamiento.

4.9.- INDUCCION DE HIPERGLICEMIA

Se empled la hiperglucemia inducida por aloxano como método de diabetes
experimental (Lenzen, 2008). Los animales se mantuvieron en ayunas durante 12 horas
y se trataron con una Unica dosis de aloxano (130 mg/kg i.p.) en vehiculo Buffer de
acido citrico y citrato de sodio ajustado a pH 4,5 con HCI o0 NaOH. Después de 48 h,



se midieron las concentraciones de glucosa en sangre en ayunas mediante tiras
reactivas correspondientes al dispositivo de medicion Gluco Dr. Los animales con una
concentracion de glucosa en sangre superior a 200 mg/dL se consideraron

hiperglicémicos y fueron incluidos para el trabajo de investigacion.

4.9.1.- EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DEL ETs SOBRE LA GLICEMIA
DE RATONES NORMO E HIPERGLUCEMICOS

Los animales fueron asignados aleatoriamente a diez diferentes grupos, cinco grupos
patolégicos (con hiperglucemia experimental) y cinco grupos sanos (normo
glicémicos). El protocolo del tratamiento se esquematiza en la figura 2. El tratamiento
con las muestras se efectu6é durante el periodo de 4 semanas, con administraciones
diarias con dosis Unicas a animales en condiciones de ayunas y hasta el final con acceso

libre al agua de bebida.

Para verificar la cinética de variacion aguda de la glicemia de ratones sometidos a la
primera dosis, se realiz6 la determinacién de la glicemia (modelo agudo) de los
animales a las 0, 1, 3, 5y 7 h del tratamiento inicial (figura 3). Este ensayo agudo
formo parte inicial (primer dia) de la modalidad cronica, a efectos de reducir y
optimizar el nimero de animales utilizados, y colectar la mayor cantidad de
informaciones del estudio farmacoldgico. Cada dia antes del ensayo, los animales
fueron sometidos a ayunas de 12 h con libre acceso al agua de bebida durante ese
tiempo y durante todo el experimento. Basicamente, dos grupos (G1 Hph-control y G6
Norg-control) recibieron el vehiculo (0.1 mL / 10 g de peso corporal), otros 6 grupos
(G2-4 y G7-9) recibieron dosis de 125, 250 y 500 mg/kg p.o., del ETs respectivamente
y por ultimo dos grupos (G5 y G10) fueron tratados con tolbutamida (200 mg/kg) como

control antidiabético positivo.

En la prueba crénica, cada animal recibi6 una vez al dia durante 28 dias, el vehiculo,
tolbutamida y las dosis del extracto, respectivamente. La glicemia de cada grupo se
midi6 a los 0, 7, 14, 21 y 28 dias.®

Ademas, cada grupo recibio una dieta balanceada de 5 gramos por cada ratén y el peso

corporal semanal fue registrado y tabulado adecuadamente.



Caracteristica

Hpg-control

Hpg+ETs 125
mg/kg

Hpg+ETs 250
mg/kg

Hpg+ETs 500
mg/kg

Hpg+Tolb 200
mg/kg

Norg-control

Norg+ETs 125
mg/kg

Norg+ETs 250
mg/kg

Norg+ETs 500
mg/kg

Norg+Tolb 200
mg/kg

tiempo 0

Control
Glicemia Basal
(n: 8)

Control
Glicemia Basal
(n: 8)

Control
Glicemia Basal
(n: 8)

Control
Glicemia Basal
(n: 8)

Control
Glicemia Basal
(n:7)

Control
Glicemia Basal
(n: 8)

Control
Glicemia Basal
(n: 8)

Control
Glicemia Basal
(n: 8)

Control
Glicemia Basal
(n: 8)

Control
Glicemia Basal
(n:7)

Primer dia Tto
*

Adm. S.S. p.o.

Adm. ETs 125
mg/kg. p.o.

AdmETs 250
mg/kg. p.o.

Adm. ETs 500
mg/kg. p.o.

Adm.
Tolbutamida.
D200. p.o.

Adm. S.S. p.o.

Adm. ETs 125
mg/kg. p.o.

AdmETs 250
mg/kg. p.o.

Adm. ETs 500
mg/kg. p.o.

Adm.
Tolbutamida.
D200. p.o.

Duracién de Tto

x 4 semanas

X 4 semanas

X 4 semanas

X 4 semanas

X 4 semanas

X 4 semanas

X 4 semanas

X 4 semanas

X 4 semanas

X 4 semanas

Fin de Tto

Control Glicémico
final a los 28 dias

Control Glicémico
final a los 28 dias

Control Glicémico
final a los 28 dias

Control Glicémico
final a los 28 dias

Control Glicémico
final a los 28 dias

Control Glicémico
final a los 28 dias

Control Glicémico
final a los 28 dias

Control Glicémico
final a los 28 dias

Control Glicémico
final a los 28 dias

Control Glicémico
final a los 28 dias

Figura 2. Distribucion de grupos experimentales para la evaluacion de la influencia

del tratamiento oral cronico sobre la glicemia de ratones normo e hiperglucémicos

(inducidos por aloxano).

Abreviaturas

(Norg=

normoglucémicos;

Hpg=

hiperglucémicos; ETs= extracto de Tecoma stans; Tolb= tolbutamida; p.o. = via oral;

n = namero de animales; S.S.= solucion salina).



Control Adm. S.S. Control Control Control Control
Hpg-control Glicemia Basal Glicémico Glicémico Glicémico Glicémico
(n: 8) p-o. 1 hora 3 horass 5 horas 7 horas
Control Control Control Control Control
Hpg[:;;:;zs Glicemia Basal AdDT'ZEXtrE:)CtO Glicémico Glicémico Glicémico Glicémico
(n: 8) - p-0- 1 hora 3 horas 5 horas 7 horas
Control Control Control Control Control
Hp.::;:gzso Glicemia Basal AdDr;.S(E)xtra:to Glicémico Glicémico Glicémico Glicémico
(n: 8) - p-0- 1 hora 3 horas 5 horas 7 horas
Control Control Control Control Control
Hpgr::;:gsoo Glicemia Basal Aan;(')gXtrfto Glicémico Glicémico Glicémico Glicémico
(n: 8) blHe: 1 hora 3 horas 5 horas 7 horas
Control Adm. Control Control Control Control
Hpg:;;t 200 Glicemia Basal Tolbutamida. Glicémico Glicémico Glicémico Glicémico
(n:7) D200. p.o. 1 hora 3 horas 5 horas 7 horas
Control Adm. S.S. Control Control Control Control
Norg-control Glicemia Basal Glicémico Glicémico Glicémico Glicémico
(n: 8) [PH®: 1 hora 3 horass 5 horas 7 horas
Control Control Control Control Control
Norﬁ:gE/‘ll'(sglzs Glicemia Basal AdDr;\.ngtraoc:to Glicémico Glicémico Glicémico Glicémico
(n: 8) - P-0- 1 hora 3 horas 5 horas 7 horas
Control Control Control Control Control
icemia Basal icémico icémico icémico icémico
Norﬁ::/'ll';zso Glicemia Basal AdDrrzlégxtra:to Glicémi Glicémi Glicémi Glicémi
(n: 8) - P-0- 1 hora 3 horas 5 horas 7 horas
Control Control Control Control Control
Norf;gE/T(sgSOO Glicemia Basal AdDrgngtraocto Glicémico Glicémico Glicémico Glicémico
(n: 8) - P-0- 1 hora 3 horas 5 horas 7 horas
Norg+Tolb Control Adm. Control Control Control Control
ZOOgmg/k Glicemia Basal Tolbutamida. Glicémico Glicémico Glicémico Glicémico
(n:7) D200. p.o. 1 hora 3 horas 5 horas 7 horas

Figura 3. Protocolo de tratamiento agudo. Distribucion de grupos experimentales para
la evaluacion de la influencia del tratamiento oral agudo sobre la glicemia de ratones
normo e hiperglucémicos (inducidos por aloxano). Abreviaturas (Norg= normo
glicémicos; Hpg= hiperglucémicos; ETs= extracto de Tecoma stans; Tolb=

tolbutamida; p.o. = via oral; n = nimero de animales; S.S.= solucidn salina).

4.9.2.- EVALUACION DE ACTIVIDAD DE ETs SOBRE LA TOLERANCIA
ORAL DE LA GLUCOSA DE RATONES NORMO E HIPERGLICEMICOS

Se administré una solucion de glucosa al 50% p/v a los ratones del G6 Norg, G7 Norg
y G1 Hpg, G2 Hpg para la evaluacion de la tolerancia a la glucosa, se realizaron

controles de glicemia a las 0, 30, 60, 90 y 120 minutos.



El ensayo de tolerancia oral de la glucosa fue realizado en ratones normo e
hiperglicémicos a la cuarta semana del tratamiento cronico a fin de verificar la
existencia 0 no de variaciones en la curva de la glicemia de los animales (Aguilar-
Santamaria et al., 2009).

Dos grupos controles (Norg-control y Hipg-control) recibieron el vehiculo (0.1 ml/10g
de peso corporal) y dos grupos (Norg-ETs-125 mg/kg y Hipg- ETs-125 mg/kg)
recibieron el extracto, fueron sometidos a la sobrecarga oral de glucosa 50% p/v y la

glicemia fue medida a 0, 30, 60, 90 y 120 min. del tratamiento.

4.10.- ASUNTOS ETICOS
Al tratarse de un estudio experimental con animales de laboratorio, se considero a los
mismos como reactivos biologicos y se trabajo de acuerdo con las normas establecidas

en la Comision de Etica de la Comunidad Europea.®

El manejo de los animales se realizd por procedimientos estandarizados y la regla
basica a seguir es que “todo animal tratado debe ser sacrificado”, siendo estos
depositados en un envoltorio de papel en un congelador para luego ser desechado por
la empresa contratada para la disposicion final de los mismos, se utilizd para los
ensayos el nimero minimo necesario de 8 ratones como el grupo mayoritario
estimando en este caso efectos secundarios no contemplados, y el menor tiempo de
duracion de la observacion requerida para obtener datos consistentes, cada animal fue

empleado una sola vez.

El protocolo fue sometido a consideracion del Comité de Etica de investigacion de la
Facultad de Ciencias Quimicas, UNA por el cual fue aprobado con el cédigo 705
/2021.

4.11.- ANALISIS ESTADISTICO
Se efectud la gestion y andlisis estadisticos de los datos mediante el uso de regresion
lineal o ANOVA seguida de comparaciones multiples o el test de Student (t-test) segln
los datos utilizando el software bioestadistico Prism 7.0. Valores de p<a 0.05 fueron

considerados estadisticamente significativos.



5.- RESULTADOS

5.1.- ANALISIS FITOQUIMICO PRELIMINAR DE ETs
El estudio cualitativo de la composicion quimica de ETs denota presencia de alcaloides
diversos, esteroides y/o triterpenoides, leucoantocianidinas y terpenos (cuadro 1)

TABLA 1: Analisis fitoquimico preliminar del extracto metandlico de las

hojas de Tecoma stans.

Metabolitos secundarios Resultado
Alcaloides, alcaloides de amonio cuaternario y/o 6xidos de aminas. +
Alcaloides fendlicos. -
Esteroides y/o triterpenoides libres. +
Flavonoides -
Leucoantocianidinas +

Naftoguinonas y/o antraquinonas. -

Saponinas, taninos. -

Lactonas terpénicas. -

Cumarinas. .

Glicésidos cardiotonicos -

Terpenos. +

5.2.- ANALISIS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASAS DEL EXTRACTO METANOLICO
DE T. STANS
El analisis de los espectros de masa obtenidos de los picos presentes en el
cromatograma del extracto de T. stans permitio identificar algunos componentes del
mismo, siendo estos flavonoides como la quercetina, apigenina, kaempferol, crisoeriol
y alcaloides como la tecomina y tecostanina. Los mismos fueron descritos con

anterioridad para esta especie. *2 Estos se muestran en la figura 3.
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Figura 3. Cromatogramas de compuestos identificados en el extracto metanolico de

Tecoma stans.



El anélisis de los cromatogramas en modo positivo mostré un pico con tiempo de
retencion 0,86 minutos al cual corresponde un ion molecular de masa [M+H]* 184,43
el cual fue identificado como el alcaloide tecostanina, ya descrito en T. stans.
También se observo otro pico con tr 0,89 minutos el cual present6é un ion molecular
protonado de masa m/z 180,19 el cual corresponde al alcaloide tecomina, ya descrito

también para esta especie.

El analisis en modo negativo mostré cuatro picos con tiempos de retencion de 6,45;
6,90; 6,99 y 7,01 minutos que corresponden a iones moleculares desprotonados con
masas m/z de 285,0; 269,0; 301,0 y 299,0 los cuales fueron asignados a los
flavonoides kaempferol, apigenina, quercetina y crisoeriol, también descritos para T.

stans.

5.3.- DETERMINACION DE TOXICIDAD AGUDA Y EFECTOS
SOBRE EL COMPORTAMIENTO DEL ETs EN RATONES

La administracion oral de ETs de hasta 3000 mg/kg, p.0. no provocaron respuesta
letal en 24 h de observacién ni en 14 dias posteriores. Ademas, no fue apreciado
cambios morfo-anatdmicos en los 6rganos evaluados (higado, corazén, rifién ni
gastrointestinal) con la dosis mas alta (3000 mg/kg) indicando que la dosis letal es
superior a los 3000 mg/kg y es indicativo de una relativa seguridad e inocuidad del
ETs utilizado. Asimismo, la administracion oral de dosis muy inferiores de ETs (125,
250, y 500 mg/kg, p.0.) no provocaron cambios en el comportamiento general de los

ratones por lo que fueron seleccionados como dosis para los ensayos principales.

5.4.- INFLUENCIA DE LA ADMINISTRACION ORAL AGUDA DE
ETs SOBRE LA GLICEMIA DE RATONES NORMO E
HIPERGLUCEMICOS
La dosis de 125 mg/kg de ETs provoca reduccién de la glicemia de manera
significativa a las 7 h del tratamiento en comparacion al grupo de animales diabéticos
tratados con solucion salina (Figura 4). Conjuntamente, se aprecia un efecto similar

con el grupo tratado con tolbutamida (200 mg/kg p.o.). Por otro lado, animales normo



glicémicos tratados con las diferentes muestras, no mostraron variaciones

significativas en el nivel de la glicemia durante el periodo de 7 h. (Figura 5)
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Figura 4. Variacion cronoldgica aguda por 7h de la glicemia de ratones con
hiperglucemia inducida por aloxano sometidos al tratamiento con una sola dosis de las
muestras en estudio. Hpg-Ss recibi6 solo solucién salina, Hpg-ETs 125, Hpg-ETs 250,
Hpg-ETs 500 recibieron oralmente T. stans y Hpg-Tol 200 (control positivo). Las
curvas representan los promedios + desvio estandar. El andlisis estadistico fue
realizado por regresion lineal y ANOVA de una via seguida de comparacion multiple
de Dunnett al final del tratamiento. N=6, ****p<(0.0001 significativamente diferentes

al grupo tratado con el vehiculo.
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Figura 5. Variacion cronoldgica aguda por 7h de la glicemia de ratones con
normoglucémicos sometidos al tratamiento con una sola dosis de las muestras en
estudio. Norg-Ss recibio solo solucién salina, Norg-ETs 125, Norg-ETs 250, Norg-
ETs 500 recibieron oralmente T. stans y Norg-Tol 200 (control positivo). Las curvas
representan los promedios * desvio estandar. El analisis estadistico fue realizado por
regresion lineal y ANOVA de una via seguida de comparacion multiple de Dunnett al
final del tratamiento. N=6, no se aprecia diferencia significativa comparado al grupo

tratado con el vehiculo.

5.5.- INFLUENCIA DE ETs SOBRE LA TOLERANCIA ORAL DE LA
GLUCOSA DE RATONES NORMO E HIPERGLUCEMICOS
En el ensayo de tolerancia oral a la glucosa no se aprecié modificacion de la glicemia
de animales normo glicémicos tratados con 125 mg/kg de ETs (Norg-ETs-125 mg/kg)
comparados con el control (Norg-control) y sometidos a la carga oral de glucosa.
Asimismo, en animales hiperglicémicos tratados con 125 mg/kg de ETs (Hipg- ETs-
125) no se aprecia diferencia significativa a los 120 min. de observacion de la curva

de la glicemia en comparacion al control (Hipg- SS) (Figura 6).
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Figura 6. Variacion cronoldgica aguda por 120 min. de la glicemia de ratones normo
(Norg-Ss y Norg-ETs 125) e hiperglucémicos por aloxano (Hpg-Ss y Hpg-ETs 125)
sometidos a la tolerancia oral a sobrecarga de glucosa. Las curvas representan los
promedios + desvio estandar. El andlisis estadistico fue realizado (segun condicién
normo o hiperglucémico) por regresion lineal y no denoto diferencia significativa

comparado respectivamente, al grupo tratado con el vehiculo.

5.6.- INFLUENCIA DE ETs SOBRE EL PESO CORPORAL DE

RATONES NORMO E HIPERGLICEMICOS TRATADOS

ORALMENTE DURANTE 28 DIAS
Se representa en la figura 7A la influencia del tratamiento oral durante 4 semanas con
las diferentes dosis de ETs (125, 250 y 500 mg/kg, p.o.) sobre el peso corporal de
ratones con hiperglicemia inducida por aloxano. Se aprecia una estabilizacion del peso
corporal de los animales hiperglicémicos tratados con 125 mg/kg de ETs de manera
significativa al final de las cuatro semanas de tratamiento en comparacion al grupo de
animales diabéticos tratados con solucidn salina. Ademas, como es esperado, se
aprecia ganancia del peso corporal con el grupo de ratones, con hiperglicemia inducida
por aloxano, tratados con 200 mg/kg de tolbutamida (control anti hiper glicémico) con
lo que valida el método y disefio empleado. Por otro lado, animales normo glicémicos
tratados con las diferentes muestras, no mostraron variaciones significativas en la
ganancia del peso corporal durante el periodo de 4 semanas comparados al grupo que

recibi6 solucidn salina (Figura 7B).
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Figura 7. Variacion cronoldgica del peso corporal de ratones A) hiperglucémicos por
aloxano (Hpg-Ss, Hpg-ETs 125, Hpg-ETs 250, Hpg-ETs 500 y Hpg-Tol 200) y B)
normoglucémicos (Norg-Ss y Norg-ETs 125, Norg-ETs 250, Norg-ETs 500 y Norg-
Tol 200) sometidos a 4 semanas de tratamiento. Las curvas representan los pesos

promedios sin desvio estandar.



5.7.- INFLUENCIA DE ETs SOBRE LA GLICEMIA DE RATONES
HIPERGLUCEMICOS TRATADOS ORALMENTE DURANTE 28
DIAS

Se aprecia en la figura 8 que la dosis de 125 mg/kg de ETs provoca reduccién del 33
% en animales con hiperglicemia inducida por aloxano (238 + 150,3 mg/dL; p<0.05)
de manera significativa al final de las cuatro semanas de tratamiento en comparacion
al grupo de animales diabéticos tratados con solucion salina (357 + 107,3 mg/dL).
Ademas, se aprecia un efecto similar de atenuacién de la hiperglicemia en 27% con
el grupo tratado con 200 mg/kg de tolbutamida (261,7 £ 125 mg/dL; p<0.05) el
control anti hiper glicemico con lo que valida el método y disefio empleado. Por otro
lado, animales normo glicémicos tratados con las diferentes muestras, no mostraron

variaciones significativas en el nivel de la glicemia durante el periodo de 4 semanas

(Figura 10)
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Figura 8. Variacion de la glicemia de ratones con hiperglucemia inducida por aloxano por
4 semanas. Hpg-Ss recibio solo solucion salina, Hpg-ETs 125, Hpg-ETs 250, Hpg-ETs 500
recibieron oralmente T. stans y Hpg-Tol 200 (control positivo). Las curvas representan los
promedios * desvio estandar. El andlisis estadistico fue realizado por regresion lineal y
ANOVA de una via seguida de comparacion multiple de Dunnett al final del tratamiento.

N=6, *p<0.05 significativamente diferentes al grupo tratado con el vehiculo.
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Figura 9. Variacion de la glicemia de ratones con hiperglucemia inducida por aloxano
al inicio comparado al nivel final de las 4 semanas. Hpg-Ss recibio solo solucion salina,
Hpg-ETs 125, Hpg-ETs 250, Hpg-ETs 500 recibieron oralmente T. stans y Hpg-Tol
200 (control positivo). Las barras representan los promedios * desvio estandar. El
analisis estadistico de los tratamientos grupales de inicio y final, correspondiente,
empleando el test de student. N=6, *p<0.05 significativamente diferentes al grupo
tratado con el vehiculo.



5.8.- INFLUENCIA DE ETs SOBRE LA GLICEMIA DE RATONES
NORMOGLUCEMICOS TRATADOS ORALMENTE DURANTE 28
DIAS
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Figura 10. Variacion de la glicemia de ratones normoglucémicos tratados durante 4
semanas. Norg-Ss recibid solo solucién salina, Norg-ETs 125, Norg-ETs 250, Norg-
ETs 500 recibieron oralmente T. stans y Norg-Tol 200 (control positivo) durante el
tratamiento. Las curvas representan los promedios + desvio estandar. El analisis
estadistico fue realizado por regresion lineal y ANOVA de una via seguida de
comparacion multiple de Dunnett al final del tratamiento. N=6, no existe diferencia

significativa al grupo tratado con el vehiculo.



6.- DISCUSION

FITOQUIMICA

En este trabajo de investigacion se verifica la presencia de componentes como
alcaloides, esteroides y/o triterpenoides libres, flavonoides y terpenos
preliminarmente, luego en la evaluacion de la “huella dactilar”, se identificaron
alcaloides y flavonoides (quercetina, apigenina, kaemferol, crisoeriol, tecomina y
tecostanina) por LCMS.

Estos datos concuerdan con lo reportado en la literatura donde un estudio fitoquimico
preliminar demostrd la presencia de flavonoides en el extracto metandlico de las
hojas de Ts. (Agarwal, S.K., Karthikeyan, V., 2014)

Hammouda y Motawi (1959) identificaron el primer alcaloide de la hoja y lo
nombraron tecomina. Posteriormente, en 1966, Hammouda y Amer informaron
sobre el siguiente alcaloide llamado tecostanina. Otros reportaron que los alcaloides
de las hojas incluyen boschniakina, 4-hidroxitecomanina, N-normetilskitantina, 5-
hidroskitantina, 7-hidroskytanthine, y-skytanthina, tecomanina y 4-noractinidina.
Poco a poco, el interés se desplazd hacia la identificacion y determinacion otras
moléculas funcionales en la hoja, asi como otras partes de la planta. Otros
componentes funcionales informados en la hoja incluyen acidos fendlicos, como,
clorogénico, acido cindmico, &cido ferualico, acido galico, cafeico, vainilico, o-
cumarico, y acidos sinapicos; sitosteroles; triterpenoides; y flavonoides, como,
flavonona, apigenina, crisoeriol, kaempferol, luteolina, quercetina, rutina, 7,8-
dihidroxi 4,6-dimetoxi flavona y verbascosido (Anand, M., & Basavaraju, R., 2020).
Se han descrito compuestos aislados (crisoeriol, apigenina, luteolina y verbascosido)
con la capacidad de inhibir la actividad de la lipasa pancreética. (Rastogi y Mehrotra,
1993; Lins y Felicio, 1993; Srivastava, 1994; Marzouk y col., 2006; Ramirez et al.,
2016).

ENSAYOS FARMACOLOGICOS AGUDOS

En este trabajo de investigacion se verifica la presencia de componentes como
alcaloides, esteroides y/o triterpenoides libres, flavonoides y terpenos
preliminarmente, luego en la evaluacion de la “huella dactilar”, se identificaron
alcaloides y flavonoides (quercetina, apigenina, kaemferol, crisoeriol, tecomina y

tecostanina) por LCMS.



- Estos datos concuerdan con lo reportado en la literatura donde un estudio fitoquimico
preliminar demostrd la presencia de flavonoides en el extracto metandlico de las
hojas de Ts. (Agarwal, S.K., Karthikeyan, V., 2014)

- Hammouda y Motawi (1959) identificaron el primer alcaloide de la hoja y lo
nombraron tecomina. Posteriormente, en 1966, Hammouda y Amer informaron
sobre el siguiente alcaloide llamado tecostanina. Otros reportaron que los alcaloides
de las hojas incluyen boschniakina, 4-hidroxitecomanina, N-normetilskitantina, 5-
hidroskitantina, 7-hidroskytanthine, y-skytanthina, tecomanina y 4-noractinidina.
Poco a poco, el interés se desplazd hacia la identificacion y determinacion otras
moléculas funcionales en la hoja, asi como otras partes de la planta. Otros
componentes funcionales informados en la hoja incluyen acidos fenolicos, como,
clorogénico, acido cinamico, acido ferdlico, &cido galico, cafeico, vainilico, o-
cumarico, y acidos sinépicos; sitosteroles; triterpenoides; y flavonoides, como,
flavonona, apigenina, crisoeriol, kaempferol, luteolina, quercetina, rutina, 7,8-
dihidroxi 4,6-dimetoxi flavona y verbascosido (Anand, M., & Basavaraju, R., 2020).
Se han descrito compuestos aislados (crisoeriol, apigenina, luteolina y verbascosido)
con la capacidad de inhibir la actividad de la lipasa pancreatica. (Rastogi y Mehrotra,
1993; Lins y Felicio, 1993; Srivastava, 1994; Marzouk y col., 2006; Ramirez et al.,
2016).

ENSAYO FARMACOLOGICO CRONICO POR 28 DIAS

- La influencia de ETs sobre el peso corporal determinada sigue un patrén tipico de
ascenso débil en los animales diabéticos en contraposicion a los animales
normoglucémicos. Se denotd que la dosis menor (125mg/kg) del ETs provoca la
aparente estabilizacion del peso corporal en valores casi a valores del inicio del
ensayo mientras que las dosis mayores son similares al grupo de animales diabéticos
tratados con tolbutamida y con solucién salina. Desconocemos los mecanismos y
componentes del ETs involucrados en estos efectos; sin embargo, la inhibicion de la
alfa glucosidasa intestinal y la lipasa pancreatica apuntan como mecanismos factibles
de estos efectos.

- En laliteratura consultada no se aprecian datos sobre la influencia del peso corporal
en ratones diabéticos inducidos por aloxano.

- Ennuestro estudio se constato que en la administracion de la menor dosis (125mg/kg)

del ETs en animales diabéticos por aloxano, provoca reduccion de la glicemia de



manera significativa al final del tratamiento en comparacién al grupo de animales
diabéticos tratados con solucion salina. También, se aprecia un efecto similar con el
grupo tratado con tolbutamida. Los, animales normoglucémicos tratados con las
diferentes muestras, no mostraron variaciones significativas en el nivel de la glicemia
durante el periodo de 4 semanas.

En la literatura mencionan que teniendo presente la deteccion de alcaloides y
considerando que ya fueron aislados mas de un centenar de compuestos quimicos es
comprensible el potencial terapéutico atribuido a este recurso natural para reducir el
nivel elevado de azlcar sanguineo, o como anti inflamatorio, anti cancer,
antioxidante, hepatoprotector, cicatrizante, anti bacteriano y anti fungico entre otros
(Anand and Basavaraju, 2021).

Los alcaloides tecostanina y tecomina inyectados a perros han mostrado actividad
hipoglucemiante y potente efecto hipotensor (Hammouda and Amer, 1966;
Hammouda and Khalafallah, 1971; Lozoya-Meckes and Mellado-Campos, 1985). El
efecto antidiabético de extracto acuoso de las hojas de T stans en ratas se debe a un
efecto inhibidor de la alfa glucosidasa intestinal (Aguilar-Santamaria et al., 2009).
También, ha sido reportado la actividad inhibidora de la lipasa pancreatica como
posible accién benéfica sobre la glicemia y por la que se recomienda su uso antes de
las comidas (Ramirez et al., 2016).

Finalmente, se deja constancia de la realizacion de investigaciones histopatoldgicas
y séricas adicionales para mejorar los conocimientos farmacoldgicos sobre T. stans
y fortalecer los potenciales beneficios clinicos que ofreceria a los pacientes con

diabetes o prediabetes.



7.- CONCLUSIONES

Fue caracterizada la composicion quimica del extracto por medio de un analisis
fitoquimico preliminar constatdndose presencia de alcaloides, esteroides y/o
triterpenoides libres, flavonoides y terpenos.

Ademéds, la “huella dactilar” cromatografica por cromatografia liquida de alta
eficacia acoplada a espectrometria de masas (LCMS) determiné la presencia de
alcaloides y flavonoides (quercetina, apigenina, kaemferol, crisoeriol, tecomina y
tecostanina).

Basados en los resultados se concluye que la administracion oral de T. stans (ETS)
en ratones es poco toxico, seguro e inocuo en ratones. ETs no afecta el
comportamiento general de ratones sometidos a las dosis seleccionadas para el
ensayo principal.

En el estudio agudo y la prueba de la tolerancia a la glucosa no fueron observados
efectos Ilamativos y seran objeto de estudios posteriores para determinar su
significancia global.

Se evaluo la influencia cronica del extracto metandlico de las hojas de T. stans sobre
la glicemia de ratones normo e hiperglucémicos. Fue detectado que la menor dosis
(125 mg/kg) administrada de ETs provoca reduccion de la hiperglucemia de manera
significativa al final del tratamiento en comparacion al grupo de animales diabéticos
tratados con solucion salina. Se constatd que T. stans reduce 33% la intensidad de la
hiperglucemia inducida por aloxano en animales. Por otro lado, animales normo
glicémicos tratados con las diferentes muestras, no mostraron variaciones
significativas en el nivel de la glicemia durante el periodo de estudio. Cabe resaltar
que la dosis més baja ETs afecta el incremento del peso corporal de los animales tras
28 dias de tratamiento. Este hecho requiere de estudios posteriores para discriminar
entre el riesgo o el beneficio de lo observado.

En el ensayo de tolerancia oral de la glucosa no se observan cambios significativos
de la glicemia de animales normo glicémicos tratados con la menor dosis comparados
con el control y sometidos a la carga oral de glucosa. Esto podria deberse a que la
dinamica de liberacion de insulina u otros factores no estarian afectados. En el mismo
sentido, en animales hiperglicémicos tratados con la menor dosis del ETs no genera

una curva de respuesta diferente y significativa durante los 120 min. de observacién



en comparacion al grupo diabético control. Logicamente, seran requeridos estudios
adicionales para esclarecer los mecanismos de las respuestas observadas.

Trabajos adicionales quimico — farmacol0gicos se encuentran en proceso para
consolidar los resultados obtenidos al presente trabajo. Es la primera vez que la
planta es estudiada a nivel Pais empezando con la identificacion botéanica, analisis
fitoquimico y analisis farmacoldgico en ratones, esta investigacion da como aporte
estudios relevantes en cuanto a su actividad en animales diabéticos, se destaca el
comportamiento de la estabilidad del peso en los animales diabéticos con respecto a
los sanos dando un dato importante a nivel de los estudios realizados en otros Paises

y que no se encuentran en la literatura.
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9.- ANEXOS

1
Ciudad de residencia: Itaugua km 25 — Barrio San Roque
ENCUESTA
1-  Conoce la planta Lapachito o campanilla?
Rta.: Si
2-  Sabe de algun uso popular medicinal?
Rta.: Si
Si la respuesta es Sl, contesta las siguientes preguntas
3- Cual seria el uso medicinal?
Rta.: para Diabetes
4-  Como lo utilizan?
Rta.: infusion
5-  Que cantidad de hojas utilizan y cuantas veces al dia?
Rta.: Una pequefia cantidad. Solo una vez al dia
6- Donde lo consiguen?
Rta.: en la zona
7-  Esseguroy efectivo?
Rta.: creo que si
8-  Cuanto tiempo utiliza?

Rta.: por un periodo intercalado de 3 meses.



2

Ciudad de residencia: Itaugua km 28 — Barrio San Roque
ENCUESTA
1- Conoce la planta Lapachito o campanilla?
Rta.: Si
2-  Sabe de algun uso popular medicinal?
Rta.: Si
Si la respuesta es Sl, contesta las siguientes preguntas
3-  Cual seria el uso medicinal?
Rta.: para Diabetes
4-  Como lo utilizan?
Rta.: en el mate
5-  Que cantidad de hojas utilizan y cuantas veces al dia?
Rta.: Una pequefia cantidad. Dos vez al dia
6- Donde lo consiguen?
Rta.: en la zona
7-  Esseguroy efectivo?
Rta.: creo que si
8-  Cuanto tiempo utiliza?
Rta.: todos los dias.
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Ciudad de residencia: Itaugua km 28 — Barrio San Roque
ENCUESTA
1- Conoce la planta Lapachito o campanilla?
Rta.: Si
Sabe de algun uso popular medicinal?
Rta.: Si
Si la respuesta es Sl, contesta las siguientes preguntas
3- Cual seria el uso medicinal?
Rta.: para Diabetes
4- Como lo utilizan?
Rta.: en el mate y como té
5- Que cantidad de hojas utilizan y cuantas veces al dia?
Rta.: Una pequefia cantidad. Dos veces al dia
6- Donde lo consiguen?
Rta.: en la zona
7- Esseguroy efectivo?
Rta.: Si, muy efectiva
8- Cuanto tiempo utiliza?
Rta.: todos los dias.
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