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RESUMEN

El uso de las plantas medicinales para fratar enfermedades se lleva a cabo desde hace varios anos es por ello que en el presente
estudio pre-clinico se redlizd la evaluacién del efecto normo-glucemiante de los extractos de las hojas de la planta Justicia secun-
da Vahl Induciendo hiperglicemia en ratones con solucién de glucosa al 25%. Los ratones fueron divididos en siete grupos: grupo
control normal (A), el grupo glucosa solamente (B), grupo metformina de 500 mg (C), los dos grupos (D y E) extracto etandlico en
dosis de 40 L — 80 uL" y los dos grupos (F y G) extracto acuoso en dosis de 40 pL — 80 pL”. Los resultados mostraron que los exirac-
tos etandlico y acuoso en dosis de 40 pL disminuyeron los niveles de glucosa a 182,6 mg/dl y 173 mg/dl respectivamente. Un com-
portamiento parecido experimento el extracto etandlico en dosis de 80 pL disminuyo los niveles de glucosa a 145,3 mg/dl. Por otro
lado, el extracto acuoso a la misma dosis no presento disminucidon alguna.

Palabras clave: Insulina, Justicia secunda Vanhl, hiperglucemia, Metformina, efecto normo-glicemiante.

ABSTRACT

The use of medicinal plants to treat ilinesses it takes place since few years ago that's why in the current pre-clinic research get real-
ized the evaluation of the Normoglycemia effect from leaves extracts of the (Justice secunda Vahl) plant infroducing hiperglicemine
info mice with glucosa to 25%. The mices were divided in 7 groups: normal control group (A), only the glucose group (B), group
metmorfina de 500mg (C), both groups (D and E) ethanolic exiract in doses of 40 — 80 and the two groups (F and G) watery exiract
in doses of 40 — 80. The results shows that ethanolic and watery extracts in doses of 40 decrease the level of glucose to 182.6 mg/dl
and 173 mg/dl respectively. At the same way, ethanolic extract in dose of 80 decreased the levels of glucose to 145.3 mg/dl. On the
other side, the acuose extract at the same dose didn’t present any decrease.

Keywords: Insuline, Justicia secunda Vahl, hiperglucose, metformina, effect normo- glicemiant.
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Introduccion

Diabetes mellitus (DM) es un grupo de trastornos metabolicos
caracterizados por la hiperglucemia debido a defectos en la
secrecion o accion de la insulina (). Entre los procesos fisiopa-
togénicos involucrados en su aparicion estan: la destruccion
autoinmunitaria de las células B del pancreas generando déficit
absoluto de insulina o la resistencia a la misma que provoca que
las células B de los islotes pancreaticos no respondan eficiente-
mente (2), ambas conocidas como diabetes mellitus tipo | y tipo
2 respectivamente.

En la diabetes mellitus tipo | (DMI) la destruccion de las células
B suele deberse a un mecanismo autoinmune, aunque en un
reducido nimero de casos no existe evidencia de autoinmunidad;
por otro lado, en la DMI idiopatica, se observa un fuerte com-
ponente hereditario (3,4).

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) por lo general es mas comun
en adultos, la cual supone el 85-95% de los casos de DM, se
caracteriza por resistencia a la insulina combinada con el déficit
progresivo de produccion de esta, siendo diagnosticada solo
cuando las complicaciones ya se han desarrollado (3,5,6). La
eleccion del tratamiento debe ser centrada en el paciente, te-
niendo en cuenta los aspectos fisiopatolégicos y los efectos
secundarios de los farmacos, asi como las comorbilidades y
preferencias del paciente en los que las modificaciones de los
estilos de vida por si solos son insuficientes para conseguir el
control glucémico (5,7,8).

La diabetes estd aumentando de manera progresiva en todas
partes. La OMS informa que el 10% de la poblacion mundial, es
decir, mas de 347 millones de personas sufren esta enfermedad,
y que mas del 80% de las muertes por diabetes se reconocen en
paises con ingresos bajos y medios (OMS, 2014). A finales de
2013, la diabetes habia causado 5,I millones de muertes y un
coste de 548.000 millones de USD en gasto sanitario. La mayoria
de estos casos podrian evitarse, pero sin un enfoque multisecto-
rial de toda la sociedad, la diabetes en todas sus formas impone
costes humanos, sociales y econdémicos inaceptablemente altos
en paises de todos los niveles de ingresos (9).

En 2014 a escala mundial se calculé que 422 millones de adultos
tenian diabetes, en comparaciéon con 108 millones en 1980. La
prevalencia mundial de la diabetes (normalizada por edades) ha
ascendido a casi el doble (4,7% al 8,5%) en la poblacién adulta
(10). Considerando que la diabetes es una alteracion crénica que
se genera cuando el pancreas no produce insulina o no la utiliza
correctamente, cada aflo mas personas viven con esta condicion,
que desencadena complicaciones a lo largo de la vida (I1). La
diabetes represent6 en el 2015 el 14,5% de todas las causas de
mortalidad en personas entre 20 y 79 afos en el mundo, siendo
mayor que el nimero combinado de muertes por enfermedades
contagiosas (12).

En el Ecuador la diabetes mellitus es una enfermedad que consta
como una de las principales causas de patologia, que al no ser
tratada a tiempo traera graves consecuencias a la salud (13). En
el pais, mas mujeres que hombres perdieron la vida a causa de la
diabetes se reporta que en 2016 hubo 2.628 mujeres frente a los
2.278 hombres que murieron por la enfermedad (14).

Por otra parte, en nuestro pais diversas plantas son empleadas
en la medicina ancestral para tratar diferentes patologias, entre
ellas, la planta Justicia secunda Valh, que es utilizada con fines
terapéuticos, en algunos productos farmacéuticos y alimenticios
(15,16,17,18), la cual también es conocida popularmente como

insulina, usada para aliviar la sintomatologia de la diabetes
(19,20,21). La planta Justicia secunda Valh es utilizada con fines
terapéuticos en medicina ancestral, donde diversos estudios
preliminares le atribuyen propiedades medicinales para tratar
enfermedades como: miomas, enfermedades de la prostata,
hipertension arterial, sepsis, litiasis renal; ademas de ser usado
para normalizar el acido Urico en sangre y en trastornos glicémi-
cos (22,23,24,25).

En consecuencia, la problematica abordada en el presente estu-
dio es responder a la interrogante sobre: ;Cémo influyen los
extractos etanodlicos y acuosos de las hojas de Justicia secunda
Vahl en la normalizacién de los valores de hiperglicemia aguda en
ratones?

Por tal motivo, esta investigacion tiene por objetivo determinar
el efecto normo-glucemiante de los extractos de hojas de Insuli-
na (Justicia secunda Vahl) en ratones. Para ello, se procedi6 a: a)
Inducir hiperglucemia aguda en ratones; b) evaluar valores de
glicemia en ratones tratados con los extractos de las hojas de
(Justicia secunda Vahl) comparado con el efecto de la metformi-
na; y, c) analizar estadisticamente la actividad normo-glucemiante
que presentan los ratones tratados.

De esta forma, el estudio permitié evaluar la accion terapéutica
de los extractos etandlicos y/o acuosos de las hojas de la planta
Justicia Secunda Vahl, analizando si posee efecto normoregulador
sobre los niveles de glucosa, siendo una opcién de medicamento
natural y econémico para el tratamiento de esta alteracion en la
salud.

Por tanto, la meta de este proyecto es apoyar los conocimientos
ancestrales de nuestros nativos mediante el estudio in vivo de las
hojas de Justicia secunda Vahl, conocida cominmente como
insulina.

Materiales y métodos
Disefio

El estudio emplea el método descriptivo mediante la observacion
directa. El tipo de investigacion es experimental; por otra parte,
es de tipo correlacional ya que se asocia los valores de glucosa
en sangre de los modelos experimentales (ratones) con | la dosis
de los extractos

Procedimiento

El proceso de realizacion del estudio consistié en la recoleccion
de las hojas de Justicia secunda vahl; posteriormente, se prepara-
ron los extractos, dejando secar las hojas limpias en la estufa
METTLER TOLEDO a 60° C por 2 dias. Con las hojas secas,
éstas se pulverizaron en un molino IKA MF [0 Basic hasta obte-
ner el polvo. El siguiente paso es la preparacion de los extractos.
Para el extracto acuosos se maceré por 48 horas, 40 g del polvo
y 250 ml de agua destilada, la misma que fue filtrada y conservada
a una temperatura de 4°C. Para el extracto etandlico se maceré
por 48 horas 40 g de las hojas pulverizadas en 150 ml de etanol
al 96%, el extracto se filtré y se conservo en refrigeracion.

Finalmente, la preparacion del medicamento consistié en la tritu-
racion de tabletas de metformina de 500 mg y suspendidas en
solucion salina para facilitar la administracion de 10 mg/kg rela-
cionado al peso de cada ratén para cumplir con el ensayo de
experimentacion.



Materiales
Material bioldgico:

Comprende 35 ratones que cumplen los siguientes criterios de
inclusion y exclusion:

Criterio de inclusion: Ratones que presenten valores de glucosa en
sangre <125 mg/dl.

Criterio de exclusién: Ratones que presenten valores de glucosa en
sangre >110 mg/dl.

Reactivos y equipos:

Extracto acuoso de las hojas de Justicia secunda Vahl

Extracto etandlico de las hojas de Justicia secunda Vahl

Jeringas para insulina

Glucémetro Accu-Check Performa Nano Active Active

Tiras reactivas Accu-Check Performa Nano Active Active, otros
Anailisis de datos o analisis estadistico

El andlisis de datos se efectu6 mediante una Evaluacion de la
Actividad Normo-glucemiante, Medicion de Glucosa Basal y
Medicion de glicemia final.

La administracion de los tratamientos se realizé de la siguiente
manera: el grupo control normal recibié por via oral 40 pL,
solucion salina. Los grupos de extractos tanto acuosos como
etanolicos recibieron por via oral con ayuda de una sonda (40 -
80 pL) de los extractos. El control positivo recibié por via oral
10 mg/Kg de Metformina en solucion salina.

Los resultados que se obtuvieron durante la administracion de
los diferentes extractos fueron analizados estadisticamente ha-
ciendo uso del Test de Student.

Hipétesis

Los extractos obtenidos a partir de las hojas Justicia secunda
Vahl regulan los niveles de glucosa en ratones.

Resultados

Los resultados de la Administracion de los Extractos de Justicia
Secunda Vahl se muestran en la Tabla I.

Tabla I. Promedio de glicemias (mg/dL) en ayunas

Tabla 2. Analisis de datos agrupados de glicemia a los 15 minu-
tos

ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de  Promedio de 3 Probabili-
Variaciones cuadrados libertad  los cuadrados dad

Entre Grupos 99322,800 5 19864,560 3,523 0,0214

Dentro de los

101492,533 18
Grupos

5638,474

Total 200815,333 23

Fuente: Autores

Tabla 3. Analisis de datos agrupados de glicemia a los 60 minu-
tos

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de F Probabi-
Variaciones cuadrados libertad los cuadrados lidad
Entre Grupos 61515,333 5 12303,066 2,533 0,0663
Dentro de fos 87396,000 8 4855,333

Grupos

Total 148911,333 23

Fuente: Autores

Tabla 4. Factor de significancia de datos individuales por grupos
de glicemia a los 15 minutos

Control Control Ext. Ext. Ext. Ext.
Grupos an ro M t:'m r9 Etandlico Etandlico Acuoso Acuoso
ucosa etformina 40 uL 80 L 40 L 80 L
Conerol | 0.0383 02612 00368 00190 0.2333
Glucosa
Control 00383 ... 04222 00868  0.1809  0.2640
Metformina
Ext.
Etandlico 40 | 0.2612 04222 ... 03340 04924 0.1318
uL
Ext.
Etanolico 80 | 0.0368 00868 03340 ... 0.1425  0.0664
uL
Bxt. Acuoso | 4190 0.1809 04924  0.1425 ... 0.0356
40 pL
Ext. Acuoso
0.2333 0.2640 0.1318 00664 00356 ...
80 pL

Grupos de Experimentacion Valor de Glicemia Basal (mg/dl)

Fuente: Autores

Tabla 5. Factor de significancia de datos individuales por grupos
de glicemia a los 60 minutos

C-Normal 125,70
C-Metformina 118,80
C-(Glucosa) 108,20
Extracto Etandlico 40 uL 99,75
Extracto Etandlico 80 uL 107,40
Extracto Acuoso 40 pL 120,40
Extracto Acuoso 80 pL 102,00

Fuente: Autores

En la tabla | se presentan los valores de la glucosa basal observa-
da en los grupos de los animales de experimentacién. El prome-
dio general entre grupos fue (111.75 mg/dl + 9.91).

Ext. Ext. Ext. Ext.
Control Control L L1
Grupos Glucosa  Metformina Etandlico Etandlico Acuoso Acuoso
40 pL 80uL  40pL  80uL
Control | 0.782 03013 00492 00370 0.1755
Glucosa
Control 0.1782 ... 02278  0.0939  0.104]  0.3363
Metformina
Ext.
Etandlico 40 | 0.3013 02278 ... 0.1849 04071  0.0829
uL
Ext.
Etanolico 80 | 0.0492 0.0939 0.1849 ... 0.0609  0.054l
puL
%i’f“” 0.0370 0.1041 0.4071 0.0609 ... 0.0829




Ext. Acuoso

0.1755 0.3363 00829  0.0541 00829 ...
80 L

Fuente: Autores

Grafico |. Curvas de glicemia en grupos de animales control y
animales tratados con extractos etandlicos y/o acuosos de
Justicia secunda Vahl a los 0, 15 y 60 minutos de tratamiento.

Evaluacién Del Efecto Normo-glicemiante De Justicia secunda Vahl
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Fuente: Autores

La hiperglicemia fue inducida por administracion de una solucion
de glucosa al 25%. Tanto el grupo de control positivo con met-
formina como los grupos que recibieron tratamiento con extrac-
tos etandlicos o acuosos presentaron reduccién en los valores
de glicemia a los |5 y a los 60 min después de administracion.

Al haber transcurrido 60 minutos del tratamiento en los ratones
de experimentacion los niveles de glucosa en los grupos extrac-
tos etandlicos con dosis de 40 pL y 80 pL disminuyeron mos-
trando un comportamiento similar al grupo control (+) tratado
con metformina (215,5 mg/dL). No se observé descenso signifi-
cativo en los niveles de glicemia en el grupo tratado con el ex-
tracto acuoso en dosis de 80 pL a los 60 minutos (227,4 mg/dL,
Griaficos | y 3).

Grafico 2. Curvas de glicemia en grupos de animales control y
animales tratados con 40 pL de extractos etandlicos y/o acuosos
de Justicia secunda Vahl en tiempos de 0, 15 y 60 minutos de
tratamiento.

Evaluacién Del Efecto Normo-glicemiante De Justicia secunda Vahl
Comparacion De Extractos Etanolico & Acuoso De 40 uL
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Fuente: Autores

En dosis de 40 puL y a los |5 min, en el grupo tratado con el
extracto etandlico se observé disminucion substancial de la glice-
mia (228.6 mg/dl) comparado con el grupo control negativo
(368.8 mg/dl, glucosa solamente). A los 60 min, en el grupo
tratado se observo glicemia de 182.6 mg/dl comparado con 287.4
mg/dl del grupo control de glucosa solamente (Grafico 2). A
pesar de la tendencia observada, las diferencias entre los grupos
no alcanzaron significancia estadistica (p= 0,2612 y p= 0,3013
respectivamente, tablas 4 y 5).

De igual manera, en dosis de 40 pL a los 15 minutos, el grupo
tratado con el extracto acuoso se observé disminucion substancial
de la glicemia (221,6 mg/dl) en comparacion con el grupo control
negativo (368.8 mg/dl, glucosa solamente). A los 60 minutos en el

grupo tratado se observo glicemia de 173 mg/dl mostrando
diferencia significativa en comparacion con el grupo que recibio
glucosa solamente (287.4 mg/dl). El analisis estadistico detectd
significancia para ambas comparaciones (p= 0,0190 y p= 0,0370
respectivamente, Tabla 4 y 5)

Grafico 3. Curvas de glicemia en grupos de animales control y
animales tratados con 80 pL de extractos etandlicos y/o acuosos
de Justicia secunda Vahl en tiempos de 0, 15 y 60 minutos de
tratamiento.

Evaluacién Del Efecto Normo-glicemiante De Justicia secunda Vah!
Comparacion De Extractos Etanolico & Acuoso De 80 uL
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Fuente: Autores

En dosis de 80 pL y a los 15 min, en el grupo tratado con el
extracto etandlico se observd disminucion substancial de la
glicemia (197 mg/dl) comparado con el grupo control negativo
(368.8 mg/dl, glucosa solamente). A los 60 min, en el grupo
tratado se observo glicemia de 145,3 mg/dl comparado con 287.4
mg/dl del grupo control de glucosa solamente, mostrando dife-
rencia entre ambos grupos. En ambos casos las diferencias, alcan-
zaron significancia estadistica (p=0,0368 y p= 0,0492 respectiva-
mente, tablas 4 y 5).

En comparacién similar, en dosis de 80 pL a los |5 minutos en el
grupo tratado con el extracto acuoso no se observé disminucion
substancial de la glicemia (328,4 mg/dl) en comparacién con el
grupo control negativo (368.8 mg/dl, glucosa solamente). Sin
embargo, a los 60 minutos en el grupo tratado se observé glice-
mia de 227,4 mg/dl mostrando descenso en los niveles de glucosa
en comparacion con el grupo que recibié glucosa solamente
(287.4 mg/dl). En analisis estadistico estas diferencias no fueron
significantes (p= 0,2333 y p= 0,1755 respectivamente, tablas 4 y
5).

Discusion
La hiperglicemia fue inducida por administracion de una solucién

de glucosa al 25%. (Tomado del andlisis de las tablas de resulta-
dos)

Tanto el grupo de control positivo con metformina como los
grupos que recibieron tratamiento con extractos etandlicos o
acuosos presentaron reduccion en los valores de glicemia a los
15y a los 60 min después de administracion. (Tomado del anali-
sis de las tablas de resultados)

Segun los resultados obtenidos en este estudio en el tratamiento
con el extracto etandlico en ambas dosis (40 y 80 plL) de las
hojas de Justicia secunda Vahl se observéd actividad normo-
glucemiante en un modelo de hiperglicemia aguda en ratones.
Por otro lado, la administracion del extracto acuoso en dosis de
40 pL presentd efecto normo-glucemiante en los tiempos de |5
y 60 minutos. Sin embargo, el extracto acuoso en dosis de 80 pL
no mostré actividad. Por lo tanto, se puede deducir que el ex-



tracto etanodlico aparentemente fue mas activo comparado con el
extracto acuoso.

En la determinacién de sélidos totales de los extractos de las
hojas de planta Justicia secunda Vahl se concluye que los resulta-
dos se encuentran dentro de la norma establecidas para el con-
tenido de sélidos totales en una muestra liquida.

En las caracteristicas fisicoquimicas observamos que el extracto
etandlico presento olor agradable, aunque con el pH y densidad
baja; el extracto acuoso desprendid olor agradable y pH cercano
a la neutralidad.

Estudios anteriores reportaron actividad antioxidante, antinfla-
matoria, antimicrobiana y antinociceptiva en extractos de Justicia
secunda Vahl. Pero al momento no se han hallado investigaciones
preliminares como normo-glucemiante. Por lo tanto, este es el
primer estudio en investigar actividad normo-glucemiante.
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