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ESTUDIO DEL EFECTO HIPOGLICEMIANTE DE Cordia alliodora
(NOGAL CAFETERO) EN RATONES TRATADOS CON
ALOXANO

STUDY OF THE HIPOGLYCEMIC EFFECT OF Cordia alliodora (NOGAL CAFETERO)
ON MICE TREATED WITH ALLOXAN

Elizabeth MURILLO P, Martha L. MORENO?y Neyibe N. GUTIERREZ H.2

RESUMEN

En éste estudio se propone realizar el anilisis fitoquimico del extracto etandlico de Cordia alliodora
(nogal cafetero), examinar su efecto sobre los niveles de glicemia en ratones machos sanos y
aloxanizados (50 mg Kg ) y correlacionar los metabolitos secundarios encontrados con la bioactividad
del vegetal. El potencial hipoglicémico del extracto etanohco se evalia a las 24 y 48 horas después de
haberse administrado por via intraperitoneal (500 mg Kg ) del mencionado extracto a ratones de 60
dias de edad y con 40 g de peso corporal (linea ICR). La accién del vegetal se contrasta contra insulina
(3 unidades/1500 g peso corporal) y agua destilada (1 mL), utilizados como control. El trabajo demuestra
que Cordia alliodora reduce los niveles de glucosa en un promedio de 180.7 mg dL" a 134.8 mg dL". El
efecto hipoglicemiante revelado por el vegetal podria atribuirse en principio a su contenido de alcaloides
y a la capacidad que tiene bien estos metabolitos secundarios de dejarse oxidar.

Palabras Clave: Ratones, diabetes, aloxano, Cordia alliodora, extracto etandlico, hipoglicemiante.

ABSTRACT

This study attempts to carry out the phytochemical analysis of the ethanolic extract of Cordia alliodora
(nogal cafetero), to examine its effect on the glycemic levels of intact male mice and mice groups
inoculated with alloxan (50 mg kg ) and to correlate the detected secondary metabolites with the
bioactivity of the vegetable. The hypoglycemlc potential of the ethanolic extract is evalued after 24 and
48 hours of its i.p. administration (500mg Kg ) to sixty days-old male mice having a body weight of 40
g (Line ICR). The action of the vegetable is contrasted against insulin (3 units/1500g corporal weight)
and distilled water (1 mL), used as a control. The results demonstrate that the C. alliodora reduces the
levels of glucose in an average of 180.7 mg dL to 134.8 mg dL". The hypoglycemic effect revealed by
the vegetable could be attributed, in principle, to its alkaloidal content and the capacity that these
secondary metabolites have to be oxidized.
Keywords: Mice, diabetes, alloxan, Cordia alliodora, ethanolic extract, hypoglycemic
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INTRODUCCION

Diabetes mellitus es el desorden metabdlico
mas comun en el mundo occidental, afectando mis
de 120 millones de personas; no obstante, mis de
la mitad de ésta poblacién no es consciente de que
padece la enfermedad. Esta patologia metabdlica se
presenta cuando el pincreas no produce suficiente
insulina (diabetes Tipo I) o cuando el organismo
no puede utilizar eficazmente la insulina producida
por el pancreas (diabetes Tipo II), sus mayores com-
plicaciones son retinopatias, nefropatias, neuropa-
tias y enfermedades cardiovasculares.

En Colombia, la enfermedad es padecida por
el 8 al 10% de la poblacién mayor de 20 afos,
auque esta prevalencia aumenta en mayores de 50
afos. Si se tiene en cuenta que la poblacién co-
lombiana es un poco mis de 40 millones de habi-
tantes, es ficil darse cuenta que estos porcentajes
demuestran que la diabetes constituye un grave
problema de salud publica (1).

Las plantas con actividad antidiabética suelen
aportar una fuente Gtil de nuevos compuestos
orales hipoglicemiantes, ya sea como entidades
farmacéuticas o coadyuvantes de las terapias exis-
tentes. Estudiarlas permite validar cientificamen-
te su efectividad a fin de recomendar su uso y
probablemente reducir el costo del cuidado de la
salud de estos pacientes (2).

Un cierto ndmero de plantas tradicionalmen-
te aplicadas en el tratamiento de la diabetes han
mostrado actividad hipoglucémica en animales de
laboratorio, tal es el caso de Agrimonia eupatoria
(hojas), Eucaliptus globulus (hojas), Coriandrum
sativum (semillas), Juniperus communis (bayas), Rubus
fructicosus (hojas). Agaricus bisporus (seta), Corinus
comatus (seta), Amanita phalloides (seta), Opuntia
stracantha (tallos), Phaseolus vulgaris (semillas), Letuca
sativa, Solanum tuberosa, Zea mays (tallos). Sin em-
bargo, a muchas de estas plantas no se les han iden-
tificado todavia el o los agentes responsables (3).

En una encuesta realizada por el grupo de
Fitoquimica de la Universidad del Tolima en el
Municipio de Palocabildo-Tolima, se detecté que
la poblacién utiliza a Cordia alliodora (Ruiz & Pav)
Oken (Boraginaceae), en el tratamiento de la gripa,
el acné y el cocimiento de sus hojas en la diabetes.
Se trata de una especie heliéfita que ha encontrado
gran aplicacién en carpinteria, construccién de
muebles, gabinetes, pisos, paneles decorativos y

adicionalmente se considera como una especie con
grandes posibilidades para pulpa de papel.
Adicionalmente, la medicina folcldrica la utiliza en
contusiones, catarros, dermatosis, tumores, llagas,
actlia como desinflamatorio, estimulante, ténico y
es usado en la elaboracién de ungiientos (4).

La diabetes mellitus espontinea o provocada
en los animales ha aportado una serie de conoci-
mientos sobre la diabetes humana, a través de
estudios experimentales en laboratorio. En este
trabajo nos propusimos comprobar la actividad
hipoglicemiante del extracto vegetal de hojas de
C. alliodora mediante un modelo de ensayo biol6-
gico en ratones ¢ intentar asociar la bioactividad
observada en el vegetal con los metabolitos se-
cundarios encontrados en el extracto etandlico.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

La planta estudiada se colect6 en la Vereda Bajo
Guali del Municipio de Palocabildo-Tolima, ubi-
cado entre 1000 y 1600 m.s.n.m., con una precipi-
tacién promedio anual de 2000 mm y temperatu-
ra promedio de 18° C. Segin la literatura (5), la
especie se le conoce como nogal, laurel blanco
(Honduras), laurel y laurel negro (Ecuador, Co-
lombia y Panama).

Se trabajé con la parte aérea del vegetal, reco-
lectada manualmente, posteriormente se lavd, se
secO a temperatura ambiente y se pulverizé. Con
el polvo obtenido se preparé un macerado utili-
zando como solvente etanol del 96% (proporcién
1:20). Cada 24 horas se filtr6 el extracto y se reno-
v6 el solvente hasta agotamiento de la muestra. Los
filtrados reunidos se concentraron a presion redu-
cida. Al extracto concentrado se le evaporé total-
mente el solvente, obteniéndose un sélido en pol-
vo, que luego se resuspendié en agua destilada (pro-
porcién 1:20), para su posterior administracién. El
producto de la resuspensiéon se almacené en fras-
cos de vidrio dmbar (4° C) hasta su utilizacién.

Estudio fitoquimico

Se realizé un anilisis fitoquimico preliminar para
hojas de C. alliodora, siguiendo las marchas aplica-
das para tal efecto en el Laboratorio de Fitoquimica
de la Universidad del Tolima y de acuerdo a lo re-
comendado por Dominguez (6) y Sanabria (7).
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Los ensayos realizados se observan en la tabla 1.

Tabla 1. Ensayos fotoquimicos aplicados al extracto
etandlico de Cordia alliodora

Ensayos Metabolitos
Dragendorff , Mayer Alcaloides
Borntrager Quinonas

Lieberman Burchard,
cromatograficos (CCD)
Cloruro férrico, gelatina-sal
Prueba de la espuma,

Triterpenos y esteroides
Fenoles, taninos

heméolisis Saponinas

Shinoda Flavonoides
Hidroxamato férrico Cumarinas, lactonas
terpénicas

Glicosidos cardiotonicos

Raymond, Kedde

Bioensayo

Para el bioensayo se utilizaron 40 ratones ma-
chos ICR (linea isogénica, suministrados por el Ins-
tituto Nacional de Salud), de 60 dias de edad y 40 g
de peso promedio. Los animales se sometieron a
un periodo de adaptacién durante una semana, en
jaulas de acero inoxidable (40 x 40 x 20cm) con libre
acceso de agua y alimento (rodentina). Las condicio-
nes de laboratorio fueron: temperatura 24°C,
fotoperiodo 12 horas luz, 12 horas oscuridad (8).

Previo a la aplicacién de los tratamientos se
realizaron pruebas conductuales en todos los ani-
males, a fin de garantizar homogeneidad de com-
portamiento, posibilitar la designacién al azar de
cualquier individuo a un grupo experimental y
posteriormente realizar comparaciones entre gru-
pos. La misma prueba se realizé después de in-
ducir la diabetes experimental y administrar los
respectivos tratamientos.

Se conformaron 4 grupos experimentales, cada
uno de los cuales conté con 10 individuos distri-
buidos de la siguiente forma: grupo control (to-
talmente sano). G1 (insulina, 3 unidades/1500g de
peso corporal, via intraperitoneal). G2 (extracto
de C. alliodora, 500mg kg de peso corporal, por
via intraperitoneal dia de por medio). G3 (agua
destilada, 1 mL en dosis diaria, via intraperitoneal).

El estudio se llevé a cabo en diversas etapas:
determinacién de los niveles de glucosa en condi-
ciones normales, induccién de diabetes con la in-
yeccién i.p de 50 mg kg™ de aloxano en dosis tni-
ca a los grupos G1, G2 y G3, administracién de
tratamientos y toma de tres glucometrias diarias
para todos los grupos.
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La obtencién de los niveles de glucosa en san-
gre se realizé6 mediante puncién de la cola y lectu-
ra a través de la utilizacién de un glucémetro
digital modelo ADVANTAGE II tomando 3
muestras diarias (8 a.m., 3 y 7 p.m.) durante la
semana de experimentacion.

Pruebas conductuales

Para evidenciar cambios comportamentales se
aplicé un Test Neuroldgico de comportamiento
innato y motivado a cada uno de los animales. En
el test se evaluaron los siguientes reflejos: reflejo
de flexién, movimiento de cola, reflejo de habili-
dad, reflejo de escape, reflejo de ubicacién y re-
flejo de equilibrio. Las respuestas observadas para
los estimulos en cada prueba se llevaron a una
escala de 1 a 3 de acuerdo a su intensidad: muy
leve (1), leve (2), notoria (3).

Pruebas post-morten

Se efectuaron pruebas histopatoldgicas de hi-
gado y pancreas en dos individuos de cada grupo,
con el propésito de comprobar el efecto
diabetégeno del aloxano.

La representaciéon esquemitica del disefio ge-
neral del experimento, aparece esquematizada en
la figura 1.

Analisis fitoquimico
A

Adaptacion de los

animales a las

condiciones de
laboratorio

Pruebas Induccion
comportamentales de la Toma de Pruebas
diabetes glucometrias comportamentales

‘ 1 semana ‘ 1 semana 48 horas L 1 semana y 1| semana L

v
Determinacion de
niveles de glicemia
Figura 1. Disefio general del experimento que muestra
el orden de las diferentes etapas

Analisis Estadistico

Mediante comparacién de medias (ANOVA)
se procedié a verificar la posible existencia de di-
ferencias significativas en los grupos antes de la
induccién de la diabetes. Se hizo una compara-
cién intra-grupos a través de la aplicacién del mis-
mo tipo de andlisis estadistico, a fin de verificar la
existencia de diferencias significativas internas,
durante los dfas 1 y 2 establecidos para observar
la evolucién de la enfermedad, luego de aplicar el
aloxano.
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De igual manera, se aplic6 un ANOVA de
medias repetidas con el fin de evidenciar diferen-
cias significativas inter-grupos, en los dfas 1y 2,
tomando como referencia el grupo control.

Para verificar la actividad del extracto en los 5
dfas de tratamiento y observar la posible existen-
cia de diferencias significativas a lo largo del tiempo,
o fluctuaciones en los niveles de glucosa, se reali-
z6 un ANOVA de medias repetidas.

Mediante ANOVA se compard, al final de la
experimentacién, las glucometrias de los 4 gru-
pos, lo cual determinarfa el tratamiento mas efec-
tivo. Con posterioridad a la aplicacién de ANOVA
se procedié a elaborar una prueba post-hoc de
Newman-Keuls que muestra especificamente
entre qué grupos se encuentran las diferencias sig-
nificativas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Estudio fitoquimico

A través del anilisis fitoquimico preliminar
efectuado al extracto etandlico de C. alliodora, se
evidenciaron los metabolitos secundarios que deja
ver la tabla 2.

Tabla 2. Resultados del anilisis fitoquimico realizado al
extracto etandlico de C. alliodora

Metabolito Presencia relativa
Alcaloides +++
Flavonoides ND
Quinonas ++
Fenoles y taninos ND
Saponinas +++
Triterpenos y esteroides +++
Cumarinas ND
Glicésidos cardioténicos ND
Lactonas terpénicas ++

Convenciones: abundante ++ 4+, mediana cantidad ++, No De-
tectado: ND

Los resultados obtenidos muestran que el ex-
tracto etandlico del vegetal objeto del interés de
este estudio estd constituido por alcaloides,
quinonas, saponinas, triterpenos y/o esteroides y
lactonas terpénicas. Es evidente la prevalencia en
el extracto de compuestos derivados del isopreno
por la via del dcido mevaldnico (triterpenos y
esteroides, lactonas terpénicas, saponinas).

La actividad hipoglicemiante de taninos (via
shiquimato) y flavonoides (de ruta mixta) ha sido
reconocida (9-11); fundamentada esta actividad en
gran parte por la habilidad de interactuar con los
radicales libres y acomplejarse con ellos (12). Co-
rral et al. (13), no sélo incluye a los metabolitos
anteriormente mencionados sino ademds a los
polisaciridos y a los alcaloides (de origen
biosintético multiple) con accién hipoglicemiante.
Dado que taninos y flavonoides no fueron detec-
tados en el extracto vegetal analizado, podria en-
tonces pensarse que la bioactividad revelada por
C. alliodora es proveniente, en principio, a la abun-
dante cantidad de alcaloides revelados, sin deses-
timar la accién sinergistica que pudieran manifes-
tar las quinonas o quiza los isoprenoides.

Bioensayo

En condiciones normales se registraron nive-
les de glucosa sanguinea entre 82y 138 mg dI™'. 48
horas después de la administracién del aloxano,
se consideraron animales diabéticos aquellos in-
dividuos que presentaran glicemia mayor o igual
a 150 mg dI™".

La figura 2 muestra los niveles de glicemia pre-
sentados en los 4 grupos durante las 24 y 48 horas
post-inyeccién de aloxano, dejando ver la ausen-

cia de diferencias significativas intra-grupos entre
las 24 a las 48 horas (p>0.05).
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Figura 2. Comportamiento intra-grupo durante las 48
horas post-inyeccién aloxano.

Por su parte, la figura 3 ilustra las variaciones
en los niveles de glicemia, obtenidos en los 3
momentos diarios, durante el transcurso de los 5
dfas de tratamiento.
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Figura 3. Comparacién de los niveles de glicemia en
los cuatro grupos durante los 5 dias de tratamiento.

De la figura se infiere que desde el inicio se ob-
servaron marcadas diferencias en el comportamien-
to de los grupos. El grupo control mantuvo los ni-
veles de glicemia entre 112 y 129 mg dL™, con una
conducta constante durante los 5 dfas de tratamien-
to. Entre tanto el grupo 3, tratado con agua destila-
da, mantuvo los niveles de glucosa entre N 175 y
188 mg dL", presentando ligeras fluctuaciones.

Por su parte el grupo 1, tratado con insulina,
se mantuvo en un rango de 120 y 168 mg dL™,
presentando cambios bruscos, principalmente en
el dia 1 a las 5 horas de administracién (120.9 mg
dL™") y el dfa 3 a las 8 horas (126.8 mg dL™). Estos
resultados son similares a los valores de glicemia
obtenidos en el grupo control. El mayor efecto
de la insulina se observé 10 horas después de ser
suministrada.

El grupo 2, tratado con extracto vegetal, man-
tuvo un comportamiento casi constante, si se le
compara con el grupo insulinico. En la segunda
administracién del extracto el efecto hipoglice-
miante se manifestd notoriamente, al descender
la glucosa en sangre de 174.89 a 141.28 mg dL™.

Sin embargo, en el tercer dfa de experimenta-
cién (segunda administracion del extracto), el efec-
to hipoglicemiante fue notorio al descender de
174.89 mg dL" (8:00 a.m.) a 152.78 mg dL™' (3:00
p.m.), alcanzando niveles de 141 mg dL" a las 6:00
p.m., momento en el cual el grupo tratado con
agua destilada presenté glucometrias significati-
vamente diferentes a las obtenidas en el grupo
control y en los restantes (p>0.01).

Es importante mencionar que aunque en el
cuarto dfa de experimentacién no se administrd
extracto vegetal, la glicemia de los individuos se
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mantuvo menor o igual a 150 mg dL™' hasta las
horas de la tarde. Ademis, la prueba post-hoc
mostré que no se presentaron diferencias signifi-
cativas entre este grupo y el tratado con la insulina
(p>0.05). Las glucometrias obtenidas el daltimo
dfa de tratamiento (3 p.m.) revelaron la existencia
de diferencias significativas entre el grupo 3 (agua
destilada) y los demis (p<0.05).

De acuerdo al comportamiento registrado des-
de el cuarto dfa a las 3:00 p.m. hasta el dia 5 a las
8:00 a.m., se puede pensar que el efecto
hipoglicemiante del extracto es acumulativo, pro-
longado y uniforme comparado con la insulina.
Esta caracteristica es favorable para dicho trata-
miento (extracto de Cordia alliodora), pues auque
la insulina es un medicamento utilizado para este
tipo de diabetes, puede también ocasionar shock
hipoglicémico como consecuencia de marcadas
fluctuaciones en los niveles de glicemia.

Pruebas comportamentales

Por otra parte, el test neurolégico aplicado a
los ratones se constituyé de pruebas de compor-
tamiento innato y motivado. El examen clinico
neuroldgico aprovecha la elevada regularidad y
reproductibilidad de involuntariedad, reacciones
innatas, la presencia o ausencia de la cual suminis-
tra una importante informacién sobre un amplio
espectro de las funciones cerebrales (14).

Al inicio de la experimentacidn, el test permi-
ti6 evidenciar respuestas notorias a los estimulos
en la casi totalidad de los individuos (40), lo que
significa que en su gran mayoria los ratones se
encontraban en éptimas condiciones.

Dado que las respuestas mds evidentes se nota-
ron en la prueba de “movimiento de la cola”, esta
fue tomada como base de la explicacién. En este
test de sensibilidad se evidencié diferencia en por-
centaje de respuesta notoria, entre el grupo con-
trol y los restantes, que a su vez se diferenciaron
entre si. El grupo tratado con extracto vegetal pre-
sento diferencia porcentual al inicio y al final (30%)
con respecto a los otros tratamientos.

Durante la experimentacién los ratones
aloxanizados mostraron ligeros descensos de peso
corporal, el adelgazamiento se produce por la gran
pérdida acuosa consecutiva a la glucosuria, que a
veces alcanza cifras muy elevadas y al catabolismo
tisular por la necesidad de otras fuentes de ener-
gia. De otra parte el grupo de ratones diabéticos
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manifest6 poliuria (necesidad de orinar con fre-
cuencia) y polidipsia (sed intensa), manifestada por
un incremento en el consumo de agua (de 200 mL/
dia al doble) por cada grupo.

Pruebas post-morten

En el modelo de diabetes tipo I inducida por
aloxano, se pudo ver a nivel de pancreas, hipoplasia
y homogeneidad de tipo celular en los islotes,
evidenciada en los tres grupos aloxanizados; en el
higado se noté la presencia de una degeneracién
hidrépica, patologia relacionada directamente con
diabetes precoz y de evolucién ripida. El origen
de esta patologia parece estar vinculado a la so-
brecarga funcional de los islotes por Ia
hiperglicemia producida. Se caracteriza por la for-
macién de vacuolas en las células de los islotes
con atrofia posterior de las mismas (15).

Se ha reportado, que algunos alcaloides aisla-
dos de extractos de Catharanthus roseus como la
leurosina, la vindolina, la vindolinina y la
catarantina han mostrado un débil efecto
hipoglucemiante en ratas normales. Por su parte,
las semillas de Trigonella foenumgraecum muestran
un modesto efecto hipoglucémico en algunos
modelos de animales diabéticos, pero son inefi-
caces en animales pancreatectomizados. Los efec-
tos hipoglucemiantes han sido atribuidos a un al-
caloide denominado trigonina. De igual forma, el
extracto alcohdlico de Coccinia indica disminuyé en
un 50% las concentraciones basales de glucosa en
conejos (dosis 1.25 g/Kg), aunque no se ha carac-
terizado todavia el alcaloide responsable de este
efecto (3). Andlogamente, podria pensarse que el
efecto hipoglicemiante evidenciado por C.
alliodora, bajo las condiciones experimentales de
este estudio, podria deberse a su contenido de
alcaloides.

De otra parte, es ampliamente aceptado que la
diabetes genera estrés oxidativo provocado por
radicales libres, especies quimicas caracterizadas
por ser muy reactivas, de ellas resultan de gran
interés las especies reactivas derivadas del oxige-
no entre las que se cuentan: el anién superéxido
(O, "), el radical hidroxilo (OH"), el oxigeno
singlete y el peréxido de hidrégeno (H,0,). (15).
En modelos experimentales de induccién de dia-
betes con aloxano se demostré un aumento con-
siderable de O, (16). Se piensa que el radical OH”
serfa uno de los responsables del dafio a las célu-
las endoteliales inducido por diabetes (9).

Adicionalmente, se conoce la capacidad que tie-
nen los alcaloides de ser convertidos en N-6xi-
dos (figura 4), la reaccién es ficilmente reversada
por agentes reductores. Los N-6xidos son alta-
mente solubles en agua y son ripidamente
excretados. La oxidacién ocurre metabdlicamente
en ratas y en ovejas (17).

] ]

Co H,0CO Cco H70CO
N\ [o], N\
N “H I‘\Ll
Alcaloide 0
N-oxido

Figura 4. N-oxidacién de un alcaloide

Entonces podria pensarse que la accién de
Cordia alliodora, podria ser por disminucién de la
disfuncién endotelial o tal vez su accién sea
restauradora de la funcién endotelial, o quizd su
efecto sea debido a un retraso en la degradacién
de la insulina o a un efecto facilitador de los efectos
de la hormona. En cualquier caso, los alcaloides
presentes en el vegetal jugarfan papel importante.

Si se compara la accién del extracto vegetal
objeto del interés de este estudio con el de la
insulina se tendrfan ventajas adicionales, ya que la
accién del vegetal es estable y no presenta marca-
das fluctuaciones en su actividad.

Nuestros resultados se convierten en un
preambulo al estudio clinico que permita eviden-
ciar a qué nivel orginico actida C. alliodora en pa-
cientes con diabetes insulino dependientes. Des-
de el punto de vista quimico este estudio serfa la
antesala al aislamiento del sistema alcaloidico pre-
sente en la planta, asi como también podria com-
pararse la bioactividad de estos metabolitos aisla-
dos con el del extracto crudo.

CONCLUSIONES

* El extracto vegetal de Cordia alliodora puede ac-
tuar como hipoglicemiante, reduciendo los ni-
veles de glucosa en un promedio de 180.7 mg
dL" a 134.8 mg dL"' en ratones machos, linea
ICR.

* La accién hipoglicemiante de C. alliodora puede
atribuirse en principio a la presencia de alcaloides.
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* Se reafirmé que el modelo de diabetes induci-
do por aloxano, desarrolla los aspectos
histopatolégicos y fisiol6gicos de la enferme-
dad.

* Se puede sugerir que el efecto hipoglicemiante
del extracto de C. alliodora es acumulativo, pro-
longado y uniforme en una dosis de 500 mg
dL", al compararse con la insulina.

* El grupo de ratones tratado con agua destilada
mostré gran diferencia porcentual en los nive-
les de glucosa, al compararse con los otros gru-
pos, permitiendo suponer que la insulina y el
extracto de nogal cafetero logran contrarrestar
satisfactoriamente algunos trastornos ocasio-
nados por la neuropatia diabética.
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