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RESUMEN

El Smallantus sonchifolius (yacon) es una planta natural de la region andina,
utilizada popularmente para el control de la diabetes mellitus. Los objetivos del
presente estudio fueron; demostrar que el extracto hidroalcohdlico al 10% p/v
de las hojas del Smallantus sonchifolius (yacén) presenta actividad
hipoglucemiante en ratas con diabetes mellitus tipo 2, determinar su probable
mecanismo de accion y dosis efectiva; demostrar que no presenta actividad
hipoglucemiante en ratas con diabetes mellitus tipo 1; determinar sus posibles
efectos adversos sobre variables bioquimicas y hematoldgicas en ratas con
diabetes mellitus tipo 2. Para el estudio de diabetes mellitus tipo 1 se usaron 45
ratas machos, se determinaron los niveles de glucosa e insulina en sangre.
Para el estudio de diabetes mellitus tipo 2 se usaron 24 ratas machos, se
determinaron los niveles de glucosa en sangre, los efectos adversos a nivel
bioquimico y hematoldgico. Los resultados, en la diabetes mellitus tipo 1 no
hubo variacién significativa de los niveles de glucosa en sangre (p>0.05), los
niveles de insulina aumentaron significativamente (p<0.05). En la diabetes
mellitus tipo 2 los grupos de yacon y glibenclamida disminuyeron
significativamente los niveles de glucosa (p<0.001); los estudios de efectos
adversos a nivel bioquimico no existe diferencia significativa (p>0.05) y, a nivel
hematolégico los niveles de hematies, hemoglobina y hematocrito
disminuyeron significativamente en el grupo del yacon (p<0.05). Conclusiones;
el extracto hidroalcohdlico al 10% p/v de las hojas del Smallantus sonchifolius
(yacon) presenta actividad hipoglucemiante en ratas con diabetes mellitus tipo
2, su probable mecanismo de accidén es por que mejoran las concentraciones
de insulina en sangre, la dosis efectiva es entre 500 y 1000 mg/Kg de peso
corporal, no presenta actividad hipoglucemiante en ratas con diabetes mellitus
tipo 1, no presenta efectos adversos significativos.

Palabras Clave: Yacon, Smallanthus sonchifolius, Diabetes mellitus, Aloxano.



SUMMARY

The Smallanthus sonchifolius (yacén) is a natural plant of the Andean region,
popularly it is used for the control of diabetes mellitus. The aims of this present
study were the following: to prave that the hydroalcoholic extract 10% (p/v) of
the Smallanthus sonchifolius’ leaves presents hypoglycemic activity in rats with
diabetes mellitus type 2, moreover to determine its probable mechanism of
action and its effective dose, furthermore to prove that the hydroalcoholic
extract 10% (p/v) doesn’t present any hypoglycemic activity in rats with diabetes
mellitus type 1, finally, another aim of this study was to determine its potentially
adverse effects on biochemical and hematological variables in rats with
diabetes mellitus type 2. For the study of diabetes mellitus type 1 were used 45
male rats, as a result it was determined the levels of glucose and insulin in the
blood. Then for the study of diabetes mellitus type 2 were used 24 male rats, as
a consequence it was determined the levels of blood glucose and the adverse
effects at the biochemical and hematological. The results were the following in
diabetes mellitus type 1 there was no significant variation in levels of blood
glucose (p>0.05), but the level of insulin had a significant increasing (p<0.05).
And in type 2 diabetes mellitus group yacén and glibenclamide decreased
significantly the level of glucose (p<0.001), studies of adverse effects on
biochemical level there is no significant difference (p>0.05) and at blood levels
of red blood cells, hemoglobin and hematocrit levels decreased significantly in
the group’s yacon (p<0.05). In conclusion, the hydroalcoholic extract 10% of the
Smallanthus sonchifolius presents hypoglycemic activity in rats with diabetes
mellitus type 2, and its probable mechanism of action is by enhancing insulin
concentrations in blood; moreover its effective dose is between 500 and 1000
mg/Kg body weight, however the hydroalcoholic extract doesn’t present
hypoglycemic activity in rat with diabetes mellitus type 1, and it doesn’t present
significant adverse effects.

Key word: Yacon, Smallanthus sonchifolius, Diabetes mellitus, Aloxano.



l.- INTRODUCCION

El Smallanthus sochifolius (yacon) es una planta perenne, herbacea,
pertenece a la familia Asteraceae, se distribuye ampliamente en las regiones
andinas, comprendiendo a Venezuela, Colombia, Perud, Bolivia hasta Argentina
(Seminario y col. 2003)*. Su cultivo esta en aumento debido a que se ha postulado
que sus raices y sus hojas tienen efecto sobre la salud humana, en especial sobre
la diabetes mellitus (Manrique y col. 2003)? propiedades que han convertido al

yacon en un recurso importante para las personas que padecen diabetes.

Estudios preliminares han demostrado que las hojas de yacén reducen los
niveles de glucosa en ratas experimentalmente diabéticas, mantienen la capacidad
filtrante de los rifiones (Aybar et al. 2001)® y no alteran los niveles normales de
glucosa plasmatica (Volpato et al. 1997)* por otro lado en un estudio preliminar
clinico demostraron que las raices tienen actividad hipoglucemiante (Mayta y col.
2001)°. Debido a estos antecedentes y otros estudios relacionados a su
composicion despertd el interés del presente estudio, el cual esta orientado a
encontrar evidencias sobre el uso seguro de extractos hidroalcohélicos de hojas
de yacon al evaluar su actividad hipoglucemiante en modelos de diabetes mellitus

tipo 1y 2 en ratas y sus posibles efectos adversos que pudiera presentar.

Los objetivos del presente estudio fueron demostrar que el extracto
hidroalcohdlico al 10% p/v de las hojas del Smallanthus sochifolius (yacon)
presenta actividad hipoglucemiante en ratas con diabetes mellitus tipo 2,
determinar su posible mecanismo de accién y dosis efectiva; demostrar que no
presenta actividad hipoglucemiante en ratas con diabetes mellitus tipo 1;
determinar sus posibles efectos adversos sobre variables bioquimicas en ratas
con diabetes mellitus tipo 2; observar si modifican los valores de hematies,
hemoglobina, hematocrito y férmula leucocitaria

en tatas con diabetes mellitus tipoZ2.



Il.- MARCO TEORICO

2.1.- Smallanthus sochifolius (yacon).

El yacon es una especie de la familia Asteraceae y su nombre cientifico es
Smallanthus sochifolius (Poepp) Rob (Robinson 1978)°. La planta del yacén es
herbacea perenne, mide de 1 a 2.5 metros de alto. Las hojas son opuestas, de
lamina triangular, de base trunca, hastada o cordada (acorazonada), hasta la
floracion en cada tallo se producen entre 13 a 16 pares de hojas, después de la
floracion la planta solo produce hojas pequefias. Los tallos son cilindricos, pilosos
y huecos, de color verde a purpura. El yacon tiene 2 tipos de raices: Fibrosas y
Reservantes, las raices fibrosas son muy delgadas y su funcion es la fijacion de la
planta al suelo y la absorcion de agua y nutrientes. Las raices reservantes son
engrosadas, fusiformes y ovadas, de color blanco, crema o purpura principalmente

(Seminario y col. 2003)*. Ver figura 1.

Figura 1.- Raiz reservante del yacon

El yacon ha demostrado ser un cultivo con bastante adaptacién, se puede
sembrar en varios lugares de la costa y la selva del Peru, las zonas de cultivos
mas destacados son: Cajamarca, Puno, Oxapampa, Huanuco, Ancash y Junin

(Seminario y col. 2003)".



2.1.1.- Composicion quimicay propiedades de la raiz de yacon.

Estudios realizados revelan que, entre el 83 y 90% del peso fresco de las
raices es agua, los carbohidratos representan alrededor del 90% del peso seco de
las raices cosechadas, de las cuales entre 50 y 70% son fructooligosacéaridos
(FOS), el resto de carbohidratos lo conforman la sacarosa, fructosa y glucosa
(Ohyama et al. 1990, Asami et al. 1991, Hermann et al. 1999, Alvarez y col. 2004)
78910 | as raices reservante acumulan, ademas, Potasio, compuestos
polifendlicos derivados del acido cafeico, sustancias antioxidantes como acido
clorogénico vy triptéfano y varios fito alexinas con actividad fungicida (Takenaka et
al. 2003)*, el contenido de proteinas y vitaminas es bastante bajo. La mejor época
de colectar la raiz es entre los 31 y 35 semanas después de la siembra, porque se
obtiene mayor cantidad y concentracion de fructooligosacarido (Alvarez y col.

2004)™°.

El yacdn tiene sélo como componente principal al fructooligosacéarido (FOS)
(Goto et al. 1995, Ohyama et al. 1990)**" un tipo particular de aztcares de baja
digestabilidad que aportan pocas calorias al organismo y pueden ser consumidas
por diabéticos porque no elevan el nivel de glucosa en la sangre y podrian
presentar una excelente alternativa en el disefio de dietas hipocaldricas (Manrique
y col. 2003, Seminario y col. 2003)%*,

2.1.2.- Composicidon quimicay propiedades de las hojas de yacoén.

Estudios realizados revelan la presencia de triterpenos, esterdides,
flavonoides, sesquiterpenos y lactosas (Cohelo et al. 2002, Inoue et al 1995,
Daokova y col. 2001)*****° Ademas se ha aislado un flavonoide 3,5,7- trihidroxi
3,4-dimetoxiflavona que tiene actividad inhibitoria de produccion de aflatoxina B1
por el hongo Aspergillus flavus (Gonzales y col. 2003)'°. Se ha descrito que las
hojas poseen dos tipos de barreras que las previenen del ataque de plagas y
enfermedades. La primera barrera es de tipo mecanico y esta formada por una
espesa capa de pelos que dificulta la adhesion de los insectos en la superficie. La

segunda barrera es de tipo quimico y esta conformado por la presencia de unas



glandulas especiales que contienen algun tipo de sustancias toxicas (Grau Yy col.
2001)".

La cosecha de las hojas se puede empezar entre los 2 y 2.5 meses
después de la siembra o cuando las plantas tienen entre 4 a 5 pares de hojas. Es
importante cosechar las hojas cuando han llegado a la madures porque es el
momento en que alcanzan el maximo peso seco, un indicador de que las hojas
estdin maduras es cuando los peciolos con el tallo forman un &ngulo
aproximadamente recto. El secado de las hojas se puede realizar al medio
ambiente siempre cuando la humedad relativa sea baja (Seminario y col. 2003)*,
también se puede realizar en hornos secadores, la temperatura adecuada es 60
°C. El contenido de humedad de las hojas secas deben ser de alrededor de 5%
labores siguientes al secado son el molido, el tamizado y el envasado en papel
filtro las cuales son consumidas en infusién para el tratamiento de la diabetes

(Espinosa y col. 2001)*2.



2.2.-DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus es un trastorno heterogéneo definido por la presencia
de hiperglucemia. La hiperglucemia en todos los casos se debe a una deficiencia
funcional de accion de la insulina. La accion deficiente de la insulina puede
deberse a una disminucion de su secrecion por las células beta del pancreas, una
reduccion en la respuesta de tejidos blanco a la insulina (resistencia a la insulina),
0 un aumento en las hormonas contrareguladoras que se oponen a los efectos de

la insulina (Mcphee y col. 2000)™.

La insulina es una hormona proteica segregada, en el hombre y los
mamiferos, por las células beta de los islotes de Langerhans (Villavicencio 1995)%
se encarga de controlar la captacion, utilizacion y almacenamiento de nutrientes
por las células (Davis y col. 2003)* su estructura molecular esta compuesta por
dos cadenas polipeptidicas: alfa con 21 aminoacidos y beta con 30 aminoacidos
unidos por puentes disulfuro (Rodriguez 2003)?%. La liberacién de insulina a la
sangre para ejercer su accion endocrina se produce principalmente como
respuesta al aumento de glucosa en la circulacion. Su concentracion en sangre es
de 0.4 ng/ml. Después de comidas ricas en carbohidratos, esta cifra puede
aumentar 3 a 4 veces, la vida media de la insulina en sangre es de 3 a 4 minutos.
Diariamente el pancreas segrega a la sangre 1 a 2 mg de insulina (Villavicencio
1995)%.

La insulina ejerce sus efectos al enlazarse a receptores de insulina
presentes en las superficies de las células blancos. Hay receptores de insulina en
higado, musculo y grasa que son los tejidos clasicos sensibles a la insulina
responsable de la homeostasis del combustible (Salido y col. 2001, Le Marchand-
Brustel 1999)%24,

La insulina tiene numerosos efectos sobre el metabolismo energético en
estos tejidos, su efecto global es la utilizacion coordinada de la glucosa, el

almacenamiento de glucogeno, el almacenamiento de acidos grasos y la sintesis



de proteinas. Ver figura 2.

Figura 2: Efecto de la insulina en la homeostasis energética.

Carbohidratos

Aumenta el transporte de glucosa
Aumenta la sintesis de glucégeno
Aumenta la glucdlisis

Inhibe la gluconeogénesis

Grasas

Aumenta la actividad de la lipoproteinlipasa

Aumenta el almacenamiento de grasa en los adipositos
Inhibe la lipdlisis (lipasa sensible a la hormona)
Aumenta la sintesis hepatica de lipoproteinas

Inhibe la oxidacién de acidos grasos

Proteinas

Aumenta la sintesis de proteinas

Aumenta el transporte de aminoacidos

Fuente: Page y col 1998”. Farmacologia integrada. 1998.

2.2.1.-CLASIFICACION DE DIABETES MELLITUS

La clasificacion clasica de la diabetes incluye dos grandes tipos: diabetes
mellitus insulinodependientes y diabetes mellitus no insulinodependientes. Sin
embargo, actualmente se han acumulado nuevos conocimientos en los que se han
identificado defectos a nivel de células, tejidos o funciones que estan relacionados
con la expresion de la enfermedad. Esto ha dado lugar a la aparicion de nuevas
propuestas para clasificar la diabetes mellitus. Recientemente, el Comité de
Expertos de la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) y la Organizacion

Mundial de la Salud (OMS) han propuesto una nueva clasificacion que contempla

4 grupos (Americam Diabetes Association 1997)%.

a.- Diabetes mellitus tipo 1 ¢ Insulino dependientes.

b.- Diabetes mellitus tipo 2 6 Insulino no dependientes.

c.- Otro tipos especificos de diabetes

d.- Diabetes mellitus gestacional.




Para efecto de nuestro estudio solo nos ocuparemos de la diabetes mellitus
tipo 1 (DMT1) y la diabetes mellitus tipo 2 (DMT?2).

2.2.2.-DIABETES MELLITUS TIPO 1 O INSULINO DEPENDIENNTE

Este tipo de diabetes es consecuencia de la destruccion de origen
autoinmune de las células beta pancreaticas. La agresion autoinmune comienza
afos antes de que fracase la secrecion de insulina, de tal modo que cuando se
diagnostica la diabetes mellitus, las células beta estdn dafiadas de forma
irreversible (Page y col. 1998)%.

Este tipo de diabetes afecta por lo general a individuos menores de 20 afios
de edad (diabetes de inicio juvenil). Los pacientes presentan después de unos
cuantos dias o semanas de poliurea, polidipsea y pérdida de peso, con un
aumento muy notable en las concentraciones de glucosa en suero. Los cuerpos
ceténicos también aumentan debido a la notable carencia de insulina, lo que suele
producir una acidosis grave que pone en peligro la vida (cetoacidosis diabética)
(Mcphee y col. 2000)*°.

El tratamiento efectivo es soOlo con la administracion de insulina
(Villavicencio 1995)%°. Consiste en realizar el reemplazo insulinico imitando en
forma dinamica la secrecidn pancreatica por lo que tendremos que utilizar dosis
basales y pre-prandriales, aplicando diferentes esquemas terapéuticos adaptadas
a las necesidades de cada individuo. Los diferentes tipos de insulina (Rodriguez
2003)* se muestran en la figura 3.

El aloxano es una sustancia quimica capaz de provocar diabetes en
animales de experimentacién, esta sustancia tiene toxicidad especifica para las
células beta del pancreas (Mason y col. 2003)*’, se ha empleado en diversos
estudios para evaluar posibilidades terapéuticas, como es caso del efecto
protector del Syzygium cumini contra diabetes inducidas por aloxano en ratas en

un modelo de diabetes tipol, efecto del Vitis vinifera en disfuncion vascular aortica



inducida por diabetes en ratas en un modelo de diabetes tipo 1 (Bustamante y col.

2002)%,

Figura 3: Tipos de Insulina

TIPOS INICIO ACCION ACCION DURACION

MAXIMA EFECTIVA MAXIMA

Ultra rapida | <0.25 horas 05-15 3a4 4a6

Lispro

Rapida 05al 2a3 3ab6 6a8

soluble

cristalina

Intermedia 2a4 6alol 10a 16 14a18

NPH

Lenta 2a4 6al2 12a18 16 a 20

Prolongada 6al0 10a 16 18 a 20 20a 24

ultra lenta

Glargina 2a4 No tiene 24 horas 24 horas

Mixta 70/30 05al Dual 10a 16 14 al18

70% NPH

30% rapida

Mixta 25 2a4 6al0 10a 16 14a16

75% NPH <0.25 05alb 3a4 4a6

25% Lispro

2.2.3.- DIABETES MELLITUS TIPO 2 O INSULINO NO DEPENDIENTES

La diabetes mellitus tipo 2 es mas frecuente que la tipo 1, se presenta mas
en adultos, se vincula con aumento de la resistencia a los efectos de la insulina en
sus sitios de accion, asi como una disminucion de la secrecion de insulina por el
pancreas (Mcphee y col. 2000)*°, no se sabe con certeza si la lesién primaria es la

liberacion anormal de la insulina de la célula del islote o la resistencia a la insulina.



Algunos investigadores establecen la hipotesis de que la resistencia a la
insulina quizd sea la lesion primaria, lo cual produce en compensacion un
incremento en la secrecion de insulina que por ultimo no puede ser sostenida por
el pancreas. Cuando el pancreas “se agota” y no cubre las demandas de insulina,
se produce diabetes clinica. Otros sugieren que la hiperinsulinemia, un defecto
primario de la célula beta, tal vez inicie el proceso patoldgico. Las concentraciones
altas de insulina, lo que conduce a resistencia a esta hormona y a la via comun

final de agotamiento de la célula beta (Mcphee y col. 2000)*°.

En este tipo de diabetes puede ocurrir sobreproduccion de otras hormonas
como el Glucagén y la hormona de crecimiento que se opone a la accion de la
insulina. Hay también una deficiencia en la secrecién de Somastatina en respuesta
a la glucosa, lo cual puede contribuir a la hiperglucemia. La somastatina prolonga

el transito intestinal y retarda la absorcién de la glucosa (Villavicencio 1995)%°.

Con frecuencia (85% de los casos) se vincula con obesidad, lo cual es otro

factor que incrementa la resistencia a la insulina (Mcphee y col 2000)*°.

Para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 se emplean medidas no
farmacolégicas y farmacolégicas. Las medidas no farmacolégicas estan orientadas
al manejo nutricional y a la actividad fisica como se muestra en la figura 4 (Minsa
JOPS 2004)%.

En las medidas farmacoldgicas se emplean hipoglucemiantes orales las
cuales se detallan en la figura 5 (Centro de Informacion del medicamento del
Colegio Oficial de Farmacéuticos de Madrid 2004)*, los hipoglucemiantes orales
pueden emplearse sélo o combinados entre estos y en algunos casos con insulina,

se detalla en la figura 6 (Fernandez y col. 2003)*".



Figura 4: Tratamiento no farmacoldgico de la diabetes mellitus tipo 2.

DIABETESMELLITUSTIPO 2

«— T~

Manejo Nutricional

| v

Recomendaciones Previoinicio de un programa de actividad
Dietéticas: Aspectos basicos fisica verificar:

e  Moderar ingesta de carbohidratos e  Electrocardiograma normal

e  Fraccionar la alimentacion (aumentar e  Ausencia de retinopatia avanzada, pie
nimero de comidas con porciones diabético o neuropatia.
mas pequefias)

e Aumentar consumo de verduras y
leguminosas.

e  Aumentar ingesta de pescado.

e  Disminuir consumo de sal

e Disminuir consumo de alcohol

Actividad Fisica

\ 4

Plan de alimentacién individual
Ajustar soporte caldrico segun estado
nutricional y actividad fisica.
Carbohidratos: 50 - 60%
Proteinas: 10 — 20%

Grasas totales: 25 — 30%
Grasas saturadas: 7 — 10%
Colesterol: <300mg/dia
Sal (NaCl) <6g/dia

Plan de actividad fisica personalizado
segun estado fisico, edad e historia
médica.

Recomendar la caminata rapida,
bicicleta natacion o baile (150 minutos
por semana)

EDUCACION ESTRUCTURADA
(Individual o grupal, continua y evaluada)

10




Figura 5: Hipoglucemiantes orales.

Estructura Principios Mecanismo de Ventajas del Inconvenientes
Quimica Activos accion farmaco del farmaco
Sulfonilureas:
1 generacion Clorpropamida Secretagogo de | Disminuye la | Hipoglucemias,
2 generacion Glibenclamida insulina glucemia en ayunas | aumento de peso,
Gliclazida y pos-prandiales, | neuropatia,
Glimeripirida gran experiencia de | hepatopatia,
Glipizida uso reaccion tipo
Glisentida disulfiram e
Gliquidona interacciones
farmacolégicas.
Biguanidas Metformina Disminucién de la | Adelgazamiento, Efectos adversos
produccién hepética | mejora el  perfil | grastointestinales,
de glucosa, aumento | lipidico, ausencia de | acidosis lactica,
de utilizaciébn de | hipoglucemia. insuficiencia  renal,
glucosa precaucion de
insuficiencia
hepética, cardiaca o
pulmonar.
Inhibidores de las | Acarbosa Disminucién de la | Ausencia de riesgo | Alteraciones
alfa-glucosidasas Miglitol absorcién intestinal | de hipoglucemia gastrointestinales,
de glucosa hepatopatia
Meglitinidas Repaglinida Secretagogo de | Comienzo de acci6on | Hepatopatia,
Nateglinida insulina rapido, disminuye la | aumento de peso
glucemia en ayunas
y pos prandiales.
Tiazolidindionas Rospiglitazona Activan  receptores | Disminucion de la | Hepatopatia,
Pioglitazona en adipositos, | resistencia a | insuficiencia
aumentan captacion | insulina, aumento de | cardiaca congestiva,
de glucosa y | utilizaciéon de | aumento de peo,
reducen la | glucosa edema
gluconeogénesis
Fibras Goma Guar Dificulta la acciéon de | Efecto rapido y corta | Alteraciones

enzimas
pancreédticas, retiene
glucosa en el

intestino

duracién, sinérgico

con metformina

gastrointestinales
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Figura 6: Indicaciones de terapia combinada en la diabetes mellitus tipo 2.

Oral Secretagogo Sulfoniurea mas | Fracaso primario o secundario a
mas Mas metformina sulfoniureas o metformina
oral Insulinosencibilizador Sulfonilurea Ante fracaso primario o secundario a
Mas sulfonilureas si la metformina esta
Glitasona contraindicada
Metformina Fracaso primario o secundario a
Mas metformina si  contraindicaciones
Repaglinida para el uso de sulfonilureas o ante
irregularidad de horarios de comida
Insulinosensibilizadores Metformina Ante fracaso primario o secundario a
periféricos mas | Mas metforminas si  las sulfonilureas
insulinosensibilizador Glitasona estan contraindicadas
hepatico
Otros Sulfonilurea Glucemia pos-prandiales no
Mas adecuadamente controladas con
Acarbosa sulfonilureas
Oral
Mas Insulinosensibilizador més | Insulina més | En obesos tratados con insulina, con
Insulina insulina metforminas elevados requerimientos o]
inadecuado control.
Fracaso o secundario a metformina,
como paso intermedio previo a la
insulinizacién definitiva.
Insulina mas otros Insulina més | Para control de glucemias pos-
acarbosa prandiales si las basales son
aceptables en pacientes ya tratados
con insulina.
Triple Secretagogo mas | Sulfonilureas mas | Escasa experiencia, podria tener
terapia insulinosensibilizadores metforminas maés | utilidad en algunos pacientes dificiles
glitasona de controlar con las otras opciones,
combinando farmacos de mecanismo
de accién complementario.
Secretagogo mas | Repaglinida + metformina + Insulina
insulinosensibilizador  mas

insulina

Otras combinaciones

Repaglinida + Acarbosa + Insulina
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2.2.4.- COMPLICACIONES DE LA DIABETES MELLITUS

Entre las complicaciones cronicas asociadas a esta enfermedad estan la
retinopatia, la enfermedad coronaria, la neuropatia y la isquemia periférica. La
retinopatia diabética es la primera causa de ceguera en Occidente. Después de 15
afos de evolucion de la enfermedad diabética, la ceguera afecta al 2% de los
enfermos mientras que otro 10% manifiesta problemas visuales graves. La
enfermedad cardiovascular, que se origina a partir de la macroangiopatia
diabética, provoca el 75% de las muertes de los pacientes diabéticos en paises
industrializados. Por otra parte, la diabetes es la principal causa del fallo renal,
siendo la neuropatia la principal causa de muerte en la poblacién diabética tipo 1.
Por su parte, la neuropatia es probablemente la complicacion mas comun en la
diabetes, apareciendo en mayor o menor grado en el 50% de los enfermos y
produciendo pérdidas sensoriales y dafios en las extremidades, constituyendo
ademas la principal causa de impotencia en el varén diabético. Por ultimo, cabe
seflalar que las ulceraciones en las extremidades inferiores son el resultado de la
neuropatia e isquemia periférica y constituyen la causa mas frecuente de
amputaciones no traumaticas de los miembros inferiores (Who Study Group
Diabetes mellitus 2002)%. Las complicaciones de la diabetes son las responsables
de la mayor parte del gasto sanitario directo (hospitalizaciones, visitas
ambulatorias, tratamiento farmacolégico, tiras reactivas e instrumentos para la
automonitorizacion), aunque al gasto social derivado de la enfermedad, las
complicaciones contribuyen mas a los costes indirectos que llevan asociados
(pérdidas de productividad, jubilacion anticipada, muerte prematura antes de la
jubilacién). Dentro de las complicaciones, son las cardiovasculares las que
suponen un mayor gasto. Por otra parte, la diabetes presenta un coste intangible
considerable por el estrés, dolor y ansiedad que la enfermedad comporta, y que
puede reducir la calidad de vida, tanto de enfermos como de familiares (Rubio y
col. 1998)%*. Tanto es asi que el paciente diabético, en general, valora su calidad
de vida sensiblemente peor que pacientes con otras patologias como asma o
infeccién por VIH (Mata y col. 2002)*.
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.- MATERIALES Y METODOS
3.1.- Materiales
3.1.1.- Material Bioldgico
Para el ensayo experimental de diabetes mellitus tipo 1 se usaron 45 ratas
machos (Rattus rattus) de 8 semanas de edad con peso promedio 180 + 20g cepa
Holtzmann. Para la diabetes mellitus tipo 2 se usaron 24 ratas machos de 8 a 9
semanas de edad con peso promedio 225 = 25¢g cepa Holtzmann provenientes del
Centro Nacional de Productos Bioldgicos del Instituto Nacional de Salud, siendo
colocadas en jaulas individuales con una temperatura ambiental controlada que
oscil6 entre 20 y 23 °C, fueron adaptadas 48 horas antes de realizar el
experimento, sus alimentos fueron obtenidos del Instituto Nacional de Salud y
agua a discrecion de los animales (ad libitum). Los pesos de las ratas varian
segun técnica empleada para cada modelo experimental.
3.1.2.- Material Farmacoldgico
- Extracto hidroalcohdlico al 10% p/v de Smallanthus sochifolius (yacén)
- Glibenclamida tableta 5 mg.
- Aloxano (5,6 - dioxyuracil).
3.1.3.- Materiales en general
- Material de vidrio
Tubos de ensayos de vidrio
Embudo de vidrio
Beacker 250 mL
Fiola de 100 mL
Probeta 250 mL
- Gradilla de metal
- Frascos de vidrio color ambar
- Canulas para administracion oral a ratas
3.1.4.- Equipos
- Balanza analitica al 0.001g (Metter Zurich)
- Estufa (Memmert)

- Refrigerador
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- Glucometro Accu-Chek Active (Laboratorios Roche)
- Kit Sistemas Elecsys 1010/2010 (Laboratorios Roche)
- Equipo de diseccion

3.1.5.- Reactivos

- Kit de diagnéstico de Transaminasa TGO/TGP (Wiener lab)
- Kit de diagnéstico de Fosfatasa Alcalina (Wiener Lab)

- Kit de diagndstico de Urea (Wiener Lab)

- Kit de diagnéstico de Creatinina (Valtek Diagnostics)

- Kit de diagnéstico de Colesterol (Valtek Diagnostics)

- Kit de diagnéstico de Triglicéridos (Valtek Diagnostics)

- Tiras reactivas para medicién de glucosa

- Alcohol al 80%

3.2.- Descripcion del Estudio
El presente trabajo es un estudio prospectivo, longitudinal experimental del

tipo “casos y controles”.

3.3.- Metodologia Experimental

3.3.1.- Preparacion del Extracto

Se usaron las hojas deshidratadas y micropulverizadas de Smallanthus
sochifolius (yacon) procedentes de Oxapampa. Se pesd 100g de hojas y se
macerd en 1000 mL de alcohol 80% por 7 dias, luego se filtr6 y se colocé a la
estufa a menos de 40 °C hasta eliminacién del solvente y obtencion de peso
constante, luego se pesé y almacend en un envase de vidrio color ambar y se

colocé a refrigeracion hasta su posterior uso.
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3.3.2.- Ensayo experimental en ratas con diabetes mellitus tipo 1

3.3.2.1.- Induccion de diabetes mellitus tipo 1 a ratas (Método: Méndez

JD. et al 1994*, modificado en la frecuencia de administracién del

aloxano)

Este modelo es producido por la inyeccion a ratas via intraperitoneal de
aloxano en buffer citrato (pH 4.75) en tres dosis de 150 mg/Kg de peso corporal
cada 48 horas. Los animales que tenian glicemia superiores a 300 mg/dL (16.71
mmol/Kg), después de 48 horas, se consideraron diabéticos y fueron incluidos en

el estudio.

3.3.2.2.- Diseilo experimental de diabetes mellitus tipo 1.
Se formaron 5 grupos, bajo el esquema de trabajo que se muestra en la
tabla 1.

Tabla 1: Grupos de trabajo del disefio experimental de la diabetes mellitus tipo 1.

Grupos Tratamientos N° Ratas Aloxano
1 Control + SSF 9 Recibio
2 Glibenclamida 10 mg/Kg 9 Recibio
3 Yacon 250 mg/Kg 9 Recibio
4 Yacon 500 mg/Kg 9 Recibio
5 Yacéon 1000 mg/Kg 9 Recibio

TOTAL 45
SSF. = Solucién Salina Fisiologica

Como se observa en todos lo grupos se le indujo diabetes mellitus tipo 1.

3.3.2.3.- Determinacion de glucosa en sangre de ratas (Método de

Glucosa Oxidasa)

Para determinar los niveles de glucosa en sangre de ratas se us6 un kit
comercial, el glucometro Accu-Chek Active de laboratorios Roche. La muestra de
sangre se obtuvo luego de hacer una pequefia incision en el apice de la cola hasta
obtener una gota homogénea y aplicar directamente sobre la tira reactiva del

glucémetro.
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3.3.2.4.- Determinacion de Insulina en sangre de ratas (Método de

Sandwis 2001 Roche Diagnostics)

Para determinar los niveles de insulina en sangre de rata se uso el equipo
Systemes Elecsys 1010/2010. Las muestras de sangre se obtuvieron por puncion
cardiaca previa anestesia con éter. El test elecsys Insulin emplea dos anticuerpos
monoclonales de interaccion especifica para la insulina humana, un anticuerpo
monoclonal anti-insulina biotinilado y otro anti-insulina marcado con quelato de

rutenio, forman un complejo sandwis

3.3.3.- Ensayo Experimental en ratas con diabetes mellitus tipo 2

3.3.3.1.- Induccion de diabetes mellitus tipo 2 a ratas (Método: Zanoello

AM, et al 2002°°, modificado en la frecuencia de administracién del

aloxano)

Este modelo fue producido por la inyeccion a ratas via intraperitoneal de
Aloxano en buffer citrato (pH 4.75) en 4 dosis de 75 mg/Kg de peso corporal cada
48 horas, antes de cada administracion los animales estuvieron en ayunas 12
horas. Los animales que tenian glicemia entre 125 mg/dL y 359 mg/dL después de
48 horas de la ultima dosis se consideraron diabéticas y fueron incluidos en el
estudio.

3.3.3.2.- Disefio Experimental de diabetes mellitas tipo 2.
Se tomaron 4 grupos, bajo el esquema de trabajo que se muestra en la
tabla 2.

Tabla 2: Grupos de trabajo del disefio experimental de la diabetes tipo 2.

Grupos Tratamientos N° Ratas | Aloxano | Dias de Tratamiento
1 Normal + SSF 6 S.S.F. 30
2 Control (+) + SSF 6 Recibio 30
3 Glibenclamida 10 mg/Kg 6 Recibi6 30
4 Yacon 500 mg/Kg 6 Recibio 30
TOTAL 24
SSF = Solucién Salina Fisiolgica
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El tratamiento fue por 30 dias, una sola vez por dia por las mafianas por via oral usando

una sonda orogastrica.

3.3.3.3.- Determinacién de glucosa en sangre de ratas (Método de

Glucosa oxidasa)

Para determinar los niveles de glucosa en sangre de ratas se us6 un kit
comercial, el Glucémetro Accu-Chek Active de laboratorios Roche. Se tomaron
muestras de sangre a las 0, 2, 7, 14, 21 y 30 dias haciendo una pequefia incision
en el apice de la cola hasta obtener una gota homogénea y aplicar directamente

sobre la tira reactiva del glucémetro.

3.3.3.4.- Determinacion de efectos adversos a nivel bioquimico y

hematoldgico

Para determinar los efectos adversos a nivel bioquimico y hematologico, se
tomaron muestras de sangre (5 mL) en el ultimo dia de tratamiento (dia 30) por
puncion cardiaca previa anestesia con pentobarbital dosis 30 mg/Kg via
intraperitoneal. Luego las ratas fueron sacrificadas por el método de dislocacion

cervical.

3.3.3.4.1.- A nivel bioquimico, Se analizaron las variables: Transaminasa
oxalato glutamico (TGO), Transaminasa piruvato glutamico (TGP) (Método
enzimatico con 2,4 dinitrofenilhidrazina), Fosfatasa alcalina (Método enzimatico
con Fenilfosfato de sodio), Urea (Método enzimatico con fenol e hipoclorito de
sodio), Creatinina (Método enzimatico con acido picrico), Colesterol (Método
enzimatico con colesterol ester hidrolasa y colesterol oxidasa), Triglicéridos
(Método enzimatico con lipasa 4-aminoantipirina y &acido 3,5-dicloro-2-

hidroxibencensulfonico).
3.3.3.4.2.- A nivel Hematol6gico: Se obtuvo muestras de sangre 1.5 mL

en tubos EDTA para analizar las variables; recuento de hematies, hemoglobina,

hematocrito y formula leucocitaria segun técnicas de laboratorio clinico.
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3.4.- Andlisis Estadistico

Para interpretar los resultados de la investigacibn se compararon los
resultados obtenidos para cada grupo (caso y control), se realizaron
procedimientos estadisticos como media de tendencia central; promedio y error
estandar, y para probar la hipétesis el analisis de varianza ANOVA mediante el
paquete estadistico SPSS versién 13.0 y fueron considerados estadisticamente
significativos a p<0.05. Los resultados se muestran en tablas y graficos.
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IV.- RESULTADOS
1.- Ensayo experimental en ratas con diabetes mellitus tipo 1.
Los resultados se reflejan en las tablas y graficos como se indican:

TABLA 3.- En las concentraciones de la glucosa basal se observa que
existe diferencia significativa para los grupos de glibenclamida 10 mg/kg, yacén
250 mg/Kg y yacén 500 mg/Kg comparados con el control SSF (Solucién salina
fisioldgica) (p<0.05), no existe diferencia significativa para el grupo de yacén 1000
mg/Kg. A las 4 horas de tratamiento se observé disminucion de la glucosa en
todos los grupos, sélo para el grupo de glibenclamida es significante (p<0.05),
para las diferentes dosis de yacén no son significantes (p>0.05) comparadas con
el grupo control. El signo negativo en el porcentaje de variacion (%V) indica

disminucion de la glucosa.

GRAFICA 1.- Se observa induccién de diabetes mellitus tipo 1 en los 5
grupos en estudio, en todos los casos las concentraciones de glucosa estan por
encima de 300 mg/dL y se observa disminucion de la glucemia a las 4 horas de

tratamiento.

GRAFICA 2.- Se observa que durante el tratamiento las concentraciones de
glucosa del grupo control SSF permanecen practicamente sin variar mientras que

los otros grupos disminuyen las concentraciones de la glucemia.

TABLA 4.- Se observa que las concentraciones de insulina plasmatica a
las 4 horas de tratamiento aumentan en los grupos tratados con glibenclamida y
yacon en sus diferentes dosis siendo significante con respecto al control SSF
(p<0.05).

GRAFICA 3.- Se observa que el mayor valor de insulina plasmatica lo tiene

el grupo de glibenclamida 10 mg/Kg y el menor valor el control SSF. En el caso del

yacon aumenta conforme aumenta la dosis.
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3.- Ensayo experimental en ratas con diabetes mellitus tipo 2.
Los resultados se reflejan en las tablas y graficos como se indican.

TABLA 5.- En las concentraciones de la glucosa basal existen diferencias
significativas de los grupos diabéticos con respecto al control normal SSF
(p<0.001). Las concentraciones de la glucemia durante los 30 dias de tratamiento
registra un ligero aumento en el control normal SSF pero no es significante
(p>0.05), los grupos de yacon y glibenclamida disminuyen la glucosa durante todo
el tratamiento siendo significante comparado con el control positivo SSF
(p<0.001). El signo negativo del porcentaje de variabilidad (%V) indica disminucion

de la glucemia.

GRAFICA 4.- Se observa la induccion de diabetes mellitus en tres grupos y
uno que es el control normal SSF y se observa el efecto de los tratamientos sobre

la glucemia en los dias de observacion.

GRAFICA 5.- Se observa que la glucemia en los grupos de yacon y
glibenclamida disminuye progresivamente conforme avanzan los dias de
tratamiento hasta llegar a valores cercanos al control normal SSF, el control
positivo disminuye pero se mantiene en estado diabético, el control normal SSF

registra un ligero aumento.

TABLA 6.- Se reflejan los resultados de estudio de efectos adversos de
variables bioquimicas; se puede observar que los niveles medios de las variables
TGO, TGP, Fosfatasa Alcalina, Urea, Creatinina, Colesterol y triglicéridos para el
grupo del yacoén y glibenclamida no son significantes comparados con el control
positivo SSF (p>0.05), se observa ademas que en los casos de TGP, Fosfatasa
Alcalina, Urea y Triglicéridos hay diferencias estadisticas comparados con el
control negativo SSF (p<0.05).
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GRAFICA 6.- Se observa que el menor valor de TGO es para el grupo

yacon y el mayor valor para el control positivo SSF.

GRAFICA 7.- Se observa que los niveles de TGP en los grupos diabéticos

estan aumentados con respecto al control negativo SSF.

GRAFICA 8.- Se observa que los niveles de fosfatasa alcalina para el grupo
del yacdén y control positivo SSF estdn aumentados con respecto al control

negativo SSF y la glibenclamida.

GRAFICA 9.- Se observa que los niveles de urea en los grupos diabéticos
estan aumentados con respecto al control negativo SSF. Entre los grupos
diabéticos el menor valor es para el yacén y el mayor valor para el control positivo
SSF.

GRAFICA 10.- Se observa que el mayor valor de creatinina es para el

control negativo SSF. Entre los grupos diabéticos el mayor valor es para el yacon.

GRAFICA 11.- Se observa que los niveles de colesterol aumentan para el

grupo del yacén y tienen valores cercanos al control negativo SSF.

GRAFICA 12.- Se observa que los niveles de triglicéridos estan

aumentados en los grupos diabéticos con respecto al control negativo SSF.

TABLA 7.- Se reflejan los resultados del estudio de efectos adversos de las
variables hematolégicas. Se puede observar que los niveles medios de hematies,
hemoglobina y hematocrito del grupo del yacén estan disminuidos con respecto al
control positivo SSF y control negativo SSF el cual es estadisticamente
significante (p<0.05). Las medias de leucocitos, segmentados y linfocitos segun

los cuatros grupos en estudio no son estadisticamente significante (p>0.05).
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GRAFICA 13, 14, 15.- Se observa que los niveles medios de hematies,
hemoglobina y hematocrito respectivamente estan disminuidos en el grupo del

yacon y estdn aumentados en el control negativo y control positivo SSF.

GRAFICA 16.- Se observa que en los grupos diabéticos los leucocitos
estan disminuidos en el grupo del yacén y tienen valores parecidos al control
negativo SSF.

GRAFICA 17.- Se observa que las medias de segmentados el grupo de
glibenclamida tiene el mayor valor, el yacon y el control negativo SSF tienen

valores cercanos.

GRAFICA 18.- Se observa que las medias de linfocitos la glibenclamida

tiene el menor valor, el yacon tiene valores cercanos al control negativo SSF.

23



Tabla 3: Concentracion media de glucosa (mg/dL) y error estandar en sangre de
ratas con induccion de diabetes mellitus por aloxano en el modelo de diabetes

tipo 1
Tratamiento Glucosa Basal Glucosa a las 4 % V
(mg/dL) horas (mg/dL)
Media £ ES Media £ ES

Control + SSF 351.3+11.3 347 £10.5 -1.0
Glibenclamida 10 mg/Kg | 389.9 + 11.3* 224.4 + 16.0* -42.5
Yacon 250 mg/Kg 409.8 + 8.9* 360.9 + 37.6 -11.9
Yacén 500 mg/Kg 395.1 +13.2* 309.9 +45.8 -21.6
Yacén 1000 mg/Kg 377.9+9.7 294.9 + 39.9 -22.0
*p<0.05 SSF = Solucién salina fisiolégica % V = (Glucosa 4 horas * 100 / Glucosa basal) — 100
%V = Porcentaje de variabilidad ES=Error estandar

Gréfica 1: Efecto sobre la glucemia en ratas con induccion de diabetes mellitus
por aloxano en el modelo de diabetes tipo 1
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Tabla 4: Concentracion media de insulina (uU/mL) y error estandar en sangre de
ratas con induccion de diabetes mellitus por aloxano en el modelo de diabetes tipo

1.
Tratamiento Insulina a las 4 horas (uU/mL)
Media £ ES % V
Control + SSF 7.7+0.6 0
Glibenclamida 10 mg/Kg 13.4 £ 0.3** 74.0
Yacon 250 mg/Kg 8.8 £ 0.4* 14.3
Yacon 500 mg/Kg 10.6 £ 0.3** 37.7
Yacon 1000 mg/Kg 12.4 + 0.3* 61.0
*p<0.05 SSF: Solucion salina fisiolégica ES: Error estandar % V =(Tratamiento*100/SSF) — 100
*p<0.001
14,00
13,00 —
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)
S 1200+
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i =
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o 10,00
2
w
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o
3,00
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Cartral Glibenclamica 10 Wacén 250 mg/kg  Yacdn 500 mgkg  Yecon 1000 mgkg
mgikg

Tratamiento

Grafica 3: Efecto sobre la insulina en ratas con induccién de diabetes mellitus por
aloxano en el modelo de diabetes tipo 1
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Tabla 5: Concentracion media de glucosa (mg/dL) y error estandar en sangre de ratas con induccion de diabetes mellitus

por aloxano en el modelo de diabetes tipo 2.

Tratamie Media de glucosa (mg/dl) en 30 dias de tratamiento
ntos Basal 2 dias 7 dias 14 dias 21 dias 30 dias

Media + ES Media + ES %V Media + ES %V Media + ES %V Media + ES %V Media + ES %V
Control 70.33+1.91 66.67 + 1.56 -5.2 68.00 £ 2.11 -3.3 84.00 +3.01 +19.4 88.00 +0.82 +25.1 89.67 +3.17 +275
(-) SSF
Control 236.33 +15.45* | 204.00 £6.41* | -13.7 | 170.00 +13.90* | -28.1 | 169.67 +1.93* | -28.2 160.00 =+ 8.56* -32.3 | 157.00+7.37 | -33.6
(+) SSF
Glibencla | 180.00 + 8.59* 102.33 £9.53* | -43.2 72.67 +3.37 -59.6 | 65.33+6.64* | -63.7 61.33 £ 6.14** - 65.9 54.50 +1.71* - 69.7
mida 10
mg/Kg
Yacon 214.00 +22.89* | 156.00 +9.59* | -27.1 98.67 +9.96** -53.9 88.33 +1.63 - 58.7 88.00 +3.37 -58.9 79.17 +7.28 -63.0
500
mg/Kg
**p<0.05 SSF= Solucion salina fisiolégica ES= Error estandar %V= (glucosa n dias * 100 / Glucosa basal) - 100 n = representa el dia de tratamiento
*p<0.001
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Gréfica 4: Efecto sobre la glucemia en ratas con induccion de diabetes mellitus
por aloxano en el modelo de diabetes tipo 2
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Gréfica 5: Efecto sobre la glucemia durante el tratamiento en ratas con induccion
de diabetes mellitus por aloxano en el modelo de diabetes tipo 2
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Tabla 6: Concentracién media y error estandar de variables bioguimicas en sangre de ratas con induccion de diabetes
mellitus por aloxano en el modelo de diabetes tipo 2.

Tratamiento

Variables bioquimicas en sangre de ratas

TGO (U/L) TGP (U/L) Fosfatasa Urea (U/L) Creatinina (U/L) Colesterol Triglicéridos
alcalina (U/L) (mg/dL) (mg/dL)
Media + ES Media + ES Media + ES Media + ES Media + ES Media + DE Media + DE
Control (-) 35.66 +3.07 | 19.53+0.51 551.27 + 20.97 22.05+2.34 0.74+0.01 76.81 + 2.80 50.09 +6.72
SSF
Control (+) 35.84+2.21 | 25.20+ 1.66* | 845.69 +184.49 49.39 + 8.41* 0.69 £ 0.02 74.33 £2.87 74.85 £ 5.89*
SSF
Glibenclamid 32.10£0.40 | 24.10 £1.45* 528.93 = 3.40 42.18 + 1.72* 0.70£0.01 73.50 £ 1.61 90.80 £ 9.70*
a 10 mg/Kg
Yacén 500 30.30+1.02 | 24.41 +£0.82* | 953.98 £ 197.55* 36.56 + 3.06* 0.71+£0.02 78.05 + 3.43 85.48 + 4.47*
mg/Kg
*p<0.05 SSF= Solucién salina fisiolégica  ES= Desviacion estandar TGO= Transaminasa oxalato glutamico TGP= Transaminasa piruvato glutAmico

30




w
(o))

w
-

w
o

N
o 0]

Promedio de TGO (U/L)
w
e

N
(o))

TGO

Variable bioquimica

‘IControI (-) SSF @ Control (+) SSF O Glibenclamida 10 mg/kg O Yac6n 500 mg/kg ‘

Grafica 6: Efecto sobre la TGO en sangre de ratas con induccion de diabetes
mellitus por aloxano en el modelo de diabetes tipo 2.
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Grafica 7: Efecto sobre la TGP en sangre de ratas con induccién de diabetes
mellitus por aloxano en el modelo de diabetes tipo 2
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Variable bioquimica

‘IControI (-) SSF @ Control (+) SSF OGlibenclamida 10 mg/kg O Yacén 500 mg/kg ‘

Gréfica 8: Efecto sobre la Fosfatasa Alcalina en sangre de ratas con induccién de

diabetes mellitus por aloxano en el modelo de diabetes tipo 2
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Gréfica 9: Efecto sobre la urea en sangre de ratas con induccién de diabetes

mellitus por aloxano en el modelo de diabetes tipo 2.
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Grafica 10: Efecto sobre la Creatinina en sangre de ratas con induccion de

diabetes mellitus por aloxano en el modelo de diabetes tipo 2.
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Gréfica 11: Efecto sobre el colesterol en sangre de ratas con induccién de

diabetes mellitus por aloxano en el modelo de diabetes tipo 2
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Grafica 12: Efecto sobre los triglicéridos en sangre de ratas con induccion de

diabetes mellitus por aloxano en el modelo de diabetes tipo 2.
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Tabla 7: Concentracion media y error estandar de variables hematoldgicas en sangre de ratas con induccion de diabetes

mellitus por aloxano en el modelo de diabetes tipo 2.

Tratamiento Variables hematol6gicas en sangre de ratas
Hematies (mm3) Hb (mL%) Hto (mL%) Leucocitos Segmentados Linfocitos
(mm3)
Media £ ES Media £ ES Media £ ES Media £ ES Media £+ ES Media £ ES
Control (-) 4143333.33 = 12.82 +0.32 37.67 £0.92 3683.33 £ 129.53 34.67 + 3.69 65.33 + 3.69
SSF 101083.02
Control (+) 4216666.67 + 13.02 + 0.20 38.33 £ 0.56 4800.00 * 324.55** 40.67 + 1.28 59.33+1.28
SSF 61355.07
Glibenclamida 3776666.67 + 11.68 £0.06* | 34.33+0.21* 4483.33 + 180.12* 48.33 + 7.66* 42.33 + 13.49*
10 mg/Kg 23190.04*
Yacon 3530000.00 10.83 £ 0.27** | 32.00 £ 0.73** 3816.67 + 169.64 35.67 £2.32 64.33 +2.32
500 mg/Kg 74922.18**
*p<0.05 **p<0.001 SSF: Solucién salina fisiologica ES: Desviacion estandar Hb: Hemoglobina Hto: Hematocrito
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Gréfica 13: Efecto sobre los hematies en sangre de ratas con induccion de

diabetes mellitus por aloxano en el modelo de diabetes tipo 2.
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Grafica 14: Efecto sobre la hemoglobina en sangre de ratas con induccion de
diabetes mellitus por aloxano en el modelo de diabetes tipo 2.
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Promedio Hto (mL%)

Hematocrito

Variable hematologica

‘ o Control (-) SSF m Control (+) SSF O Glibenclamida 10 mg/kg O Yac6n 500 mg/kg ‘

Gréfica 15: Efecto sobre el hematocrito en sangre de ratas con induccién de

diabetes mellitus por aloxano en el modelo de diabetes tipo 2.
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Variable hematolégica

‘IControl (-) SSF B Control (+) SSF OGlibenclamida 10 mg/kg OYacén 500 mg/kg ‘

Gréfica 16: Efecto sobre los leucocitos en sangre de ratas con induccién de

diabetes mellitus por aloxano en el modelo de diabetes tipo 2.
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Promedio de segmentados (%)

Segmentados

Variable hematoldgica

‘IControI (-) SSF B Control (+) SSF OGlibenclamida 10 mg/kg O Yacén 500 mg/kg ‘

Gréfica 17: Efecto sobre los segmentados en sangre de ratas con induccion de

diabetes mellitus por aloxano en el modelo de diabetes tipo 2.
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Variable hematolégica

‘IControl (-) SSF @ Control (+) SSF OGlibenclamida 10 mg/kg O Yacén 500 mg/kg ‘

Grafica 18: Efecto sobre los linfocitos en sangre de ratas con induccién de
diabetes mellitus por aloxano en el modelo de diabetes tipo 2.
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V.- DISCUSION

Por presentar semejanzas clinicas, laboratorios e histopatologicos con la
diabetes mellitus humana, los modelos experimentales de diabetes inducido a
ratas han sido ampliamente utilizadas por investigadores en todo el mundo (Mayta
y col. 2001)°. En el presente estudio se opt6 por el método quimico de supresién
endocrina del pancreas, los cuales exhiben todos los eventos bioquimicos,
hormonales y morfolégicos que ocurren durante y después de la induccién del
estado diabetogénico (Mason y col. 2003)?’. Varios agentes quimicos son
citotoxicos para las células beta del pancreas, apenas el aloxano y la
estreptozotocina (STZ) han sido sistematicamente investigados y son ampliamente
empleados para inducir diabetes en los animales (Sato y col. 2006)*’. La dosis
diabetogénica del aloxano o de la estreptozotocina es normalmente 4 6 5 veces
menor que la dosis letal. La dosis efectiva o letal del aloxano o STZ varian
considerablemente entre las especies y son altamente sensibles a la edad, sexo y
estado nutricional de los animales (Gold et al. 1981)®. Las cifras de mortalidad
sobre el uso del aloxano son variables y estan ligados a mudltiples factores
capaces de cambiar los efectos de la droga y la sensibilidad del hospedero,
considerando desde el estado de hidratacion de la droga, la via de administracién,
la dieta, el tiempo de ayuno y el peso del animal (Mason y col. 2003, Lukens
1948)%"%9,

Estudios demuestran amplia variacion en la dosis y via de administracion
del aloxano en la induccién de diabetes mellitus experimental a ratas, entre ellos
podemos mencionar que por via intravenosa se han empleado dosis de 40 mg/kg,
(Mello & Luciano 1995)*, 100 mg/kg (Yegen et al. 1995)** 50 mg/kg (Bustamante
y col. 2002)%, 42 mg/kg en solucién acuosa al 2% (Mason y col. 2003)?’, por via
subcutanea 175 mg/kg (Sing & Chandra 1977)*, por via intraperitoneal dosis de
200 mg/kg en el periodo neonatal (Kodama et al. 1993)*%, 100 mg/kg en buffer
citrato (pH 4.75) (Lopez y col. 2001)*. En el presente estudio se usé dosis
repetidas de aloxano diluidas en buffer citrato (pH 4.75) por via intraperitoneal

cada 48 horas, antes de cada administracion del aloxano los animales estuvieron
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en ayunas 12 horas. Esto es contradictorio segun los estudios citados, dado a que
empleaban dosis Unica de aloxano. Puede deberse a factores como el grado de
hidratacion del aloxano, sensibilidad, horas de ayuno y estado nutricional del
animal, seguin Lukens (1948)%*, revisando los trabajos de varios autores, cita que
los animales que no responden a una primera inyeccién de aloxano puede ser
refractario a inyecciones posteriores de dosis similares. En este aspecto se tiene
observado que los animales que presentan este comportamiento generalmente
son en que el tiempo de ayuno no fue convenientemente observado. Esos mismos
animales a dosis subsecuentes se tornan diabéticos después de 60 horas de
ayuno con una dosis patrén de aloxano. Por otro lado Zanoello (2002)%, emple6

dosis de 60 mg/kg por tres dias consecutivos.

Se ha postulado que el aloxano produce una masiva reduccion en la
liberacion de insulina por la destruccion selectiva de las células beta de los islotes
de langerhans que han sido atribuidas a la generacion de radicales libres toxicos
que inducen ruptura del DNA (L6épez y col. 2001)*.

Los animales diabéticos ademas de presentar hiperglucemia se
caracterizaron por olor fuerte en la orina, aumento en el volumen de orina, caida
de pelos, pérdida de peso y debilidad general, estos pardmetros fueron
observados pero no fueron objeto de medicion, estas observaciones también
fueron reportados por otros autores (Spadella 1989, Brein 1990, Mason y col.
2003)***®?" Para el grupo control normal en el ensayo de diabetes mellitus tipo 2
los animales presentaron niveles de glucosa similares a los hallados por otros
autores (L6pez y col 2001)**, presentaron un ligero aumento de peso buen estado

general y la ingesta de agua y diurase fue menor que los grupos diabéticos.

Se ha descrito que el sindrome clinico de la diabetes mellitus es
caracterizada por disturbios continuos del metabolismo de carbohidratos, lipidos y
proteinas y varias alteraciones tisulares, provocadas por la deficiencia de actividad

insulinica, siendo caracterizada por hiperglucemia, glicosuria, presentando cuadro
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clinico de politrea, polidipsia y polifagia (Ardvino 1980)*'.

En el ensayo experimental de diabetes mellitus tipo 1 se muestra evidencias
que no existe actividad hipoglucemiante luego de 4 horas de administracion del
extracto de yacén, no siendo significante con respecto al grupo control diabético
(p<0.05). En el ensayo experimental de diabetes mellitus tipo 2 durante 30 dias de
tratamiento se aprecia actividad hipoglucemiante del extracto de yacon con
descenso gradual de la glucosa plasmatica conforme avanzan los dias de
tratamiento siendo significante con respecto al grupo control positivo (p<0.05).
Estos resultados son compatibles con otros estudios, Aybar et al. (2001)°
demostré que la infusion de hojas de yacon administrado a ratas diabéticas
durante 30 dias tenian efecto hipoglucemiante y sugieren que éste actla
mejorando la concentracion de insulina en la sangre tal como se ha demostrado
en nuestro estudio. Por otro lado Volpato et al. (1997)* administraron extracto
acuoso de las hojas de yacon a ratas diabéticas, demostraron que el extracto
reduce los niveles de glucosa en sangre y reportaron ademas que no alter6 los
niveles de glucosa sanguinea en los animales con glicemia normal. Se han
realizado estudios de efecto hipoglucemiante de la raiz fresca del yacén por medio
de la prueba de tolerancia oral a la glucosa, primero con una toma control y otra
con la ingesta de raiz fresca de yacon (300g). El tiempo de prueba fue de 120
minutos y se observa que la raiz fresca de yacon tiene efecto hipoglucemiante con
variaciones estadisticas significantes a los 60 y 120 minutos después de la ingesta
de yacon, manteniéndose los niveles de glucosa inferiores a 60 mg/dL (Mayta y
col. 2001)°.

Nuestros resultados como los estudios mencionados demuestran que el
extracto hidroalcohdlico al 10% p/v de las hojas de Smallantus sonchifolius (yacon)
tienen actividad hipoglucemiante en ratas con diabetes mellita tipo 2 pero, no se
ha establecido con claridad que componente activo seria responsable de esta
actividad. Segun estudios de perfil fotoquimico de las hojas de yacon sugieren la

presencia de flavonoides (Cohelo et al. 2002, Inoue et al. 1995, Daokova y col.
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2001, Gonzales y col. 2003)'***151¢ Triterpenos, esteréides (Cohelo et al. 2002)*
y sesquiterpenos (Inoue et al. 1995, Dadkova y col. 2001)***>. Es muy probable
que los flavonoides sean responsables de esta actividad (Negri 2005)*® ya que se
ha demostrado que participan en las etapas iniciales de accion de la insulina en el
higado y musculos de ratas in vivo y uno de sus mecanismos de accion es que se
ligan a receptores de insulina (cheque 1987)*°, potencializan la actividad de la
enzima tirosina quinasa de los receptores de insulina (Agullo et al. 1997)*°, esta
enzima es fundamental para los efectos bioldgicos finales de la insulina, entre
ellas reducir la glucemia. Pero el mecanismo exacto de accion soOlo se puede
explicar cuando los principios activos se encuentren aislados y se analicen en

relacion a esta actividad.

Los flavonoides son apreciados por su amplia actividad farmacologica
pueden unirse a los polimeros bioldgicos, tales como enzimas, transportadores de
hormonas y ADN, quelar iones metalicos transitorios, tales como hiero, cobre y
zinc, catalizan el transporte de electrones y depurar radicales libres. Debido a este
hecho se han descrito efectos protectores en patologias tales como diabetes
mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones viricas, Ulcera estomacal y duodenal, e

inflamaciones (Saskia et al. 1998)°".

Por otro lado, es ampliamente aceptado que la diabetes mellitus incrementa
la produccién de radicales libres derivados del oxigeno, anion superéxido (O,),
peréxido de hidrégeno (H.0,) y radical hidroxilo (OH") en cantidades superiores a
los niveles fisiologicos, los que sobrepasan la capacidad antioxidante celular
endogena (estrés oxidativo) y, como resultado, hay una modulacién negativa de la

actividad biolégica del oxido nitrico (NO) (Bustamante y col. 2002)%.

Los flavonoides desempefian un papel esencial en la proteccion frente a los

52,53’ sus

fendmenos de dafio oxidativo (Pace-Asciak et al. 1995, Jang y col. 1997)
propiedades antirradicales libres se dirigen fundamentalmente hacia los radicales

hidroxido y superéxido, especies altamente reactivas (Jovanovic et al. 1998)>*, de
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esta manera bloquean la accion deletérea de dichas sustancias sobre las células
(Soto 2007)*. Por tanto no es de extrafiar que el yacén proteja de las
complicaciones producidas por la diabetes y esto es compatible segun nuestros

resultados de estudios de efectos adversos.

Para determinar los posibles efectos adversos en el ensayo experimental de
la diabetes mellitus tipo 2, se evaluaron a nivel bioquimico y hematolégico. A nivel
bioguimico se evaluaron las siguientes variables: Las transaminasas (TGO, TGP)
y fosfatasa alcalina; el aumento en sangre de las TGO expresa fundamentalmente,
una alteracion miocéardica o muscular, el aumento de TGP esta relacionada con
alteraciones hepéticas y el aumento de la fosfatasa alcalina relacionada con
cualquier forma de obstruccion del tracto biliar, colestasis biliar, trastornos de mala
absorcién (Fattorusso & Riter 1992, Sandoval y col. 2005)°**’. En los resultados
no se observa diferencias estadisticas entre los grupos experimentales y el control
positivo SSF lo que demuestra que el yacdén no es nocivo para el higado y el
musculo. La urea y creatinina presentes en la sangre son excretados por el rifién,
por lo que constituyen un marcador de la funcién renal (Sandoval y col. 2005)*’,
los resultados de la investigacion sugieren que el yacon no es nocivo a nivel renal
porque no existen diferencias significativas comprados con el control positivo SSF.
La determinacién de colesterol y triglicéridos es importante porque contribuyen al
diagnéstico y clarificacién de las dislipidemias (Fattorusso & Riter 1992)°, los
resultados del estudio sugieren que el yacén no conduce a dislipidemias porque
no es significante respecto al control positivo SSF, los valores hallados son
similares a los reportados por otros estudios (Poveda y col. 2005)%.

Estudios a nivel hematoldgico se ha encontrado disminucion en el nUmero
de hematies, hemoglobina y hematocrito para el grupo del yacén con respecto a
los otros 3 grupos en estudio, el conteo diferencial de leucocitos, segmentados y
linfocitos en los grupos tratados y controles no hubo diferencia significativa el cual

no produce alteraciones.
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VI.- CONCLUSIONES.

El extracto hidroalcohdlico al 10% p/v de las hojas del Smallantus
sonchifolius (yacén) presenta actividad hipoglucemiante en ratas con
diabetes mellitus tipo 2; su probable mecanismo de accion es por que
mejoran las concentraciones de insulina en sangre de ratas, la dosis

efectiva es entre 500 y 1000 mg/Kg de peso corporal.

El extracto hodroalcohdlico al 10% p/v de las hojas del Smallanthus
sonchifolius (yacoén) no presenta actividad hipoglucemiante en ratas con

diabetes mellitus tipo 1.

El extracto hidroalcohdlico al 10% p/v de las hojas del Smallantus
sonchifolius (yacon) no presenta efectos adversos sobre las variables
bioquimicas en ratas; asi como no es toxico al higado, rifién, musculo y

pancreas.

El extracto hidroalcohdlico al 10% p/v de las hojas del Smallantus
sonchifolius (yacén) disminuyen los niveles de hematies, hemoglobina,
hematocrito y no alteran la férmula leucocitaria en sangre de ratas con

diabetes mellitus tipo 2.
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ANEXOS



ANEXO 1: Diagrama de flujo para la obtencion del extracto de las hojas de yacon

100g HOJASDESHIDRATADASY
MICROPULVERIZADAS
DE Smallantus sonchifolius (yacon)

A 4

MACERACION EN 1000 mL de
ALCOHOL AL 80% POR 7DIiAS

A 4

FILTRACION

A 4

SECADO A 40 GRADOS

PESADO

A 4

ALMACENAMIENTO

A 4

REFRIGERACION




ANEXO 2: Criterios diagndstico de la diabetes mellitus tipo 2

Sintomético Glicemia >200 mg/dI cualquier » DIABETES
(polidipsia, poliurea y » hora del dia
baja de peso
inexplicable)
/ >126 mg/dl » Diabetes
>126 mg/dl —» Repetir glicemia
» PTGO

\ <126 mg/d|

>100 y <126 mg/dI ’\A
Intolerancia

/ alaglucosa

Asintomatico y Repetir en ayunas
Glicemia en —> >100y <126 mg/dll ¥ glicemia
ayunas

\ >126 mg/dl > PTGO

A 4

Glicemia <100mg/dl y glucoglucosuria (+) PTGO

PTGO: Prueba de tolerancia a la glucosa oral



ANEXO 3: VALORES DESCRIPTIVOS DEL EFECTO SOBRE RATAS CON
INDUCCION DE DIABETES MELLITUS POR ALOXANO EN EL MODELO DE
DIABETES TIPO 2

Grupos de Tratamientos Media Error Limite confianza 95%
estandar Inferior Superior

Basal Normal + SSF 70.33 1.91 65.43 75.24
Control (+) + SSF 236.33 15.45 196.61 276.06
Glibenclamida 10 mg/kg 180.00 8.59 157.91 202.09

Yacon 500 mg/kg 214.00 22.89 155.17 272.83

2 dias Normal + SSF 66.67 1.56 62.65 70.69
Control (+) + SSF 204.00 6.41 187.53 220.47
Glibenclamida 10 mg/kg 102.33 9.53 77.83 126.83

Yacon 500 mg/kg 156.00 9.59 131.35 180.65

7 dias Normal + SSF 68.00 211 62.57 73.43
Control (+) + SSF 170.00 13.90 134.26 205.74

Glibenclamida 10 mg/kg 72.67 3.37 64.00 81.34

Yacon 500 mg/kg 98.67 9.96 73.08 124.26

14 dias Normal + SSF 84.00 3.01 76.26 91.74
Control (+) + SSF 169.67 1.93 164.71 174.62

Glibenclamida 10 mg/kg 65.33 6.64 48.27 82.39

Yacon 500 mg/kg 88.33 1.63 84.15 92.51

21 dias Normal + SSF 88.00 0.82 85.90 90.10
Control (+) + SSF 160.00 8.56 137.99 182.01

Glibenclamida 10 mg/kg 61.33 6.14 45.56 77.11

Yacon 500 mg/kg 88.00 3.37 79.35 96.65

30dias Normal + SSF 89.67 3.17 81.52 97.81
Control (+) + SSF 157.00 7.37 138.06 175.94

Glibenclamida 10 mg/kg 54.50 171 50.11 58.89

Yacon 500 mg/kg 79.17 7.28 60.46 97.87




ANEXO 4: ANALISIS DE VARIANZA DEL EFECTO SOBRE RATAS CON

INDUCCION DE DIABETES MELLITUS POR ALOXANO EN EL MODELO DE
DIABETES TIPO 2

Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Basal Between Groups 97576.67 3.00 32525.56 25.81 0.000
Within Groups 25204.67 20.00 1260.23

2 dias Between Groups 65449.83 3.00 21816.61 64.27 0.000
Within Groups 6788.67 20.00 339.43

7 dias Between Groups 39906.67 3.00 13302.22 28.77 0.000
Within Groups 9248.67 20.00 462.43

14 dias Between Groups 38603.33 3.00 12867.78 144.26 0.000
Within Groups 1784.00 20.00 89.20

21 dias Between Groups 32288.00 3.00 10762.67 58.34 0.000
Within Groups 3689.33 20.00 184.47

30 dias Between Groups 34580.17 3.00 11526.72 63.94 0.000
Within Groups 3605.67 20.00 180.28




ANEXO 5: VALORES DESCRIPTIVOS DEL EFECTO SOBRE RATAS CON
INDUCCION DE DIABETES MELLITUS POR ALOXANO EN EL MODELO DE
DIABETES TIPO 1

Tabla, Datos de ratas aloxanizadas

Media Std. Error Intervalo confianza 95%
Inferior Superior
Basal glucosa 8
dias Control 351,3 11,3 325,2 3775
Glibenclamida 10
mg/kg 389,9 11,3 363,9 415,8
Yacoén 250 mg/kg 409,8 8,9 389,4 430,2
Yacén 500 mg/kg 395,1 13,2 364,6 4257
Yacén 1000 mg/kg 377,9 9,7 355,4 400,4
Glucosa4 hrs a 8
dias Control 347,7 10,5 323,4 371,9
Glibenclamida 10
mg/kg 2244 16,0 187,6 261,3
Yacon 250 mg/kg 360,9 37,6 274,1 4477
Yacon 500 mg/kg 309,9 45,8 204,3 4155
Yacon 1000 mg/kg 2949 39,9 202,9 386,9
Insulina (uUl/dL) Control 7,7 0,6 6,4 9,0
Glibenclamida 10
mg/kg 13,4 0,3 12,8 14,0
Yacon 250 mg/kg 8,8 0,4 7,9 9,6
Yacon 500 mg/kg 10,6 0,3 9,9 11,3

Yacén 1000 mg/kg 12,4 0,3 11,7 13,2




ANEXO 6: CLASIFICACION TAXONOMICA DEL YACON

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA
ORDEN : ASTERALES
FAMILIA : ASTERACEAE
GENERO : Smallanthus

ESPECIE : Smallanthus sonchifolius (Poepp) Rob.





