UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMAYAl; .

Facultad de Ciencias y Humanidades

TECOMA STANS COMO FUENTE DE

ALCALOIDES HIPOGLUCEMIANTES

MARTA PATRICIA PALACIOS RECINOS

Trabajo de investigacién presentado para

optar al grado académico de

Licenciatura en Bioguimica

Guatemala

1986






TECOMA STANS COMO FUENTE DE

ALCALOIDES HIPOGLUCEMIANTES




UNIVERSIDAD DEIL VALLE DE GUATEMALA

Facultad de Ciencias y Humanidades

TECOMA STANS COMO FUENTE DE

ALCAYOIDES HIPOGLUCEMTANTES

MARTA PATRICIA PALACIOS RECINOS

Guatemala

1986




Vo. Bo. H

e A

Ingenlera‘Llllan Paiz
Asesor

Doctor Juan de Dios Calle
Asesor

rribunal -

]

(£) /// P . P P

Ingen—iera Li lj_an?aét}

(fvwzd:f v (eca [

Doctor Juan de pios Calle

(£) o ol pmm. L

Doctor Nicholas Irving dﬂﬁb

Fecha de aprobacion: 14 de Octubre 1986




DEDICATORIA

A mi mami

Martha Alicia de Palacioes




AGRADECIMIENTO

Por su colaboracidn durante ia realizacién del trabajo de inves-
tigacidn agradezco a las siguientes personas:
Dr. Manuel Serranc; muy especiaimente a usted pues desde un inicio mostrd
un gran interés en este trabajo.
Dr. Juan de Dios Calle; excelente asesor y gran colaborador.
Lic. Sergio Ortiz; por estar siempre dispuesto a ayudarme.

Dr. Luis Gonzaga Elias (INCAP); por porporcionarme los animales necesarios
para la realizacion del estudio.

Dra. Amarilis Saravia y Lic. Betty Batres; por su ayuda durante el breve
tiempo que estuve con ustedes.

Lic. Infieri Victor Marcelino Cortés; por su ayuda incondicional.
Dr. Walter Zea; por su ayuda

Sr. Roque Lemus (Representante de ventas de Boeshringer Mannheim al pro-
porcionarme parte de los materiales necesarios para la investigacion.




PREFACIO

La informacion bibliografica existente que se refiere a los di-

ferentes matobolitos encontrados en la planta Tecoma stans, ha incluido a los

alcaloides con propiedades hipoglucemiantes como tema principal de su inves-
tigacion. En este trabajo, se presentan los diferentes alcaloides gue se en
cuentran en la planta su origen y estructura, propiedades generales, asi co-
mo Tos diversos estudios de caracterizacion realizados. ta investigacidn so
bre otros compuestos gquimicos presentes en la planta, se incluye en forma cua

litativa.

) ET objetivo fundamental de esta investigacidn es determinar taca
pacidad hipoeglucemiante a nivel ora],‘de uno de los alcaloides que se encuen-
tran en la planta, la tecostanina. Es de vital importancia al realizarel tra
bajo experimental, Ta determinacidn del potencial formacoldgico de Tecama stans

como hipoglucemiante oral contra Ta diabetes mellitus, gque constituye en ésta

y todas ia épocas una enfermedad devastadora.
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I. INTRODUCCION

Ltos alcaloides no representan un grupo quimicamente homogéneo de
tal forma gue cualquier generalizacidn acerca de ellos estd sujeto a muchas
excepciones. Todos ellos contienen nitrdgeno, frecuentemente en un anillo
neterciclico, y muchos pero no iodos son basicos como su nombre lo indica.
ta clasificacidon de alcaloides estd hecha en las bases del sistema de anillo

resente, por ejemplo, piridina iperidina, (vedse figura 1),
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piridina piperidina

Figura 1. Ejemplo de clasificacion de alcaloides en base al

anillo presente.

Los alcaloides se distinguen de la mayoria de componentes de las
plantas pof su naturaleza bdsica. Por lo tanto, ellos normalmente existenen
las plantas como las sales de varios acidos organicos y son frecuentemente ma
nejados en el laboratorio como las sales de &cido sulfarico o clorhidrico.
Estas sales, y en su gran mayoria los alcaloides libres, son compuestos cris
talinos incoloros. Pocos alcaloides son liquidos, y mds raros ain los colo-

reados.




Los a1caTbides estan ampliamente distribuides a través del rei-
no vegeta1; Se ha estimado que el porcentaje de alcaloides contenidos en va
rias especies de plantas cscila entre 15-30%. Generalmente los alcaloides
que se encuentran en las nlantas poseen alguna propiedad farmacoldyica o de
otra indole; como lo que ocurre con 1los alcaloides tecostanina y tecomanina

extraidos de Tecoma stans, (véase figura 2).
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Figura 2. Estructura de Tos alcaloides tecostanina y tecoma-

nina.

La propiedad que se le atribuye a estos alcaloides es el de ser

potentes hipoglucemiantes.



II. REVISION DE LA LITERATURA

A. Clasificacidn de T1a planta:

Género: Tecoma

Especie: Tecoma stans (L) HBEK

Familia: Bignhoneaceae

B. Distribucidn geografica:

Tecoma stans (L) HBK. Stenolobium stans. Timboco; timboque;

chacté, barreto.

En bosques densos himedos 0 secos, frecuentemente sobre laderas
rocosas, a 1500 metros o menos, principalmente debajo de Tos 1000 metros; Ba
ja Verapaz; E1 Progreso; Zacapa; Chiquimula; Jalapa; Jutiapa; Santa Rosa; Es
cuintla; Guatemala; Sacatepéquez; Retalhuleu; Quetzaltenango; San Marcos.
Suroeste de los Estados Unidos a través de México; E1 Salvador a Panamd; Oes

te de las Indias; Sur de América. (19).

C. Relaciones biogenéticas:

Las unidades simples de donde provienen Tos alcaloides son Tos

aminodcidos resultantes de la descomposicidon de proteinas.




1. Bicsintesis de alealoides del grupo piridina-piperidina

fn la naturaleza una serie de anillos de bases hombloyas, presun

tamente derivan del aminodcido lisina. Por ejemplo para la biogénesis de me

tilisopeletierina, puede ser representado por la secuencia de lisina, (metil

-isopeletierina), y deconiina via lisina, (vedse figura 3).
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Figura 3. Biosintesis de algunos alcaloides via lisina.

La participacién de €3y €4 (compuestos de tres y cuatro carbo-
bonos) en varios puntos en la figura anterior son evidentes, y éstos particl
pantes estan la mayoria interrelacionados por ejemplo, acetona y acido aceto
acético. Fstos compuestos sin embargo, derivan de los componentes de las plan
tas. Algunos intermediarios con cadenas de cuatro carbonos son probablemente
hechos por adicidén de acetoacetato o por adiciones sucesivas de dos unidades

de acetato a algin precursor del anilla hetarociclico, (vedse figura 4).
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Figura 4. Biosintesis de alcaloides del grupo piridina-pipe-

ridina.

2. Biosintesis de los alcaloides monoterpencides de Tecoma stans.

Estudios sobre la biosintesis de los alcaloides de la planta mues
tran que la radioactividad del C14 dos es incorporado dentro de esquitaﬁtina,
(vedse figura 5). Los resultados proveen evidencia del origen monoterpenoi-
de de estos alcaloides; ya que también se incorpora el carbono marcado delme
valonato a 5—d1hidroesquﬁtantina, tecostanina, tecomanina y boschniaquina.
N-normetilesquitantina y esguitantina muestran una alta velocidad de incorpo
racion y pueden servir como precursores de los otros alcaloides piperdinicos .

de Tecoma, (6)

E1 grupo N-metil es derivado de Metionina, (vedse figura 6).
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Figura 5. Incorporacién de C14 de mevalonato a algunos alcalol
des de Tecoma stans.
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Figura 6. HMetionina como N-metil donador



. Fuentes naturales

Los alcaloides se encuentran ampliamente distribuidos en el rej-
no vegetal {vedse Introduccién). A través de la gran variedad de plantas en
que se encuentran algunos alcaloides pueden éstos Tocalizarse en las hojas,
corteza {si la tiene), rajz y fruto de Ta planta. A continuacién se presen-

ta una tabla de los diferentes alcaloides que se encuentran en Tecoma stans.

Tabla 2.1. Algunos alcalides de Tecoma stans, (16)

Familia Género- Especje Alcaloide
Bign-001A Tecoma T. stans Tecomina
Gign-001A Tecoma T. stans Tecomanina
Bign~002A Tecoma T. stans Tecostanina
Bign-006 Tecoma T. stans Tecoma Base

E. Funcidn fisioldgica

1. E1 sistema -(c)-piperidina como promesa farmacolégica

En el T. stans fueron encontrados varios alcaloides que son g se
derivan de un trimetil derivado de ciclopentano -{c)-piperidina, {vedse figu

ra 7).
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Figura 7. Sistema de Cicﬁopentano—(c)—piperidina

ta actividad farmacoldgica de este sistema fue el de ser poten-

tes agentes hipoglucemiantes, (1).

2. Efecto antidiabético de tecomina y tecostanina

Las propiedades hipoglicémicas de citrato de tecomina y cloruro
de tecostanina en el azGcar de la sangre y tolerancia de gTucosa se determi-
naron en un experimento realizado con conejos diabéticos sin pancreas, obte-
niéndose el resultado que solamente, en la presencia del péncreas tecomina y

tecostanina, eran drogas o agentes antidiabéticos efectivos, (13).

Ensayos bioldgicos de las propiedades hipoglucémicas de tecomina
y tecostanina se realizaron en conejos albinos normales, con un peso entire
1.5-2Kg. Los'conejos se mantuvieron en ayuno durante doce horas, para luego
ser inyectados con los alcaloides en solucién salina isotdnica. Utilizaron

el compuesto tolbutamida como medio de comparacidn, (vedse figura 8).
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Figura 8. Estructura de tolbutamida
Tecomina y tecostanina fueron agentes hipoglucemiantes potentes
cuando se les administraba intravencsamente, encontriandose la ddsis Tletal en

ratones, la cual fue de 300 mg./Kg. (12).

3. Actividad hipoglicémica de piridil alcgholes

La potente actividad hipoglicémica de 3-(3-metil-2-piridil)- pro
pan-i-¢1, (véase figura 9), indujo a sintetizar y estudiar estructuras rela-
cionadas. Algunas de las variables estudiadas fueron la posicién de tos gru
pos metil y alcohol en las cadenas laterales, la distancia del anillo hetero:
ciclico y el grupo hidoxile, el efecto de susticion nuclear adiciona y Tos
efectos de ramificacion y sustitucidén en la cadena lateral donde se encuen-

tra el grupo alcohol.

-

o |
N (cugaon

Figura 9. Estructura de 3-(3-metil-2-piridil) popan-1l-ol.
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Los compuestos fueron probados en ratas en ayunas de 48 horas,

usualmente a una dbsis de 150 mg./kg. de peso, (2).

1os efectos de la longitud de la cadena lateral sobre lta activi-
dad hipoglicémica fue determinada preparando andlogos del compuesio de la fi
gura 9, en el cual la cadena lateral de C-2 fue acortada por unc O dos carbo
nos, (14). E1 efecto producido moviendo el 3-metil sustituyente en el com-
puesto original a C-5 fue notado preparando 3-(5-metil-2-piridil)  propan-1

-o1,(5).
F. Aislamiento

1. Aislamiento de tecostanina

Poglvo de las hojas secas (1.2 Kg.) de Tecoma stans fueren mezcla
dos con 600 ml. de NH3 acuoso al 3% y extraido continuamente con Etp0. Llaso
Tucidn al 5% y la otra parte lavada con.Etzo y basificada con NH3 acuoso.
Después de secar y remover el solvente, 5.4 gr. (0.45%) de un residuo aceitg
so es obtenido por extraccidn con Ets0. Cromatografia sobre 170 gar. de
A1504 dic 357 mg de tecomina, eluida con CgHg, y 1.149 gr. de tecostanina,

eluida con Etp0, (7).

2. Aislamiento de Tecomina

Hojas secas pulverizadas, 500 gr. fueron tratades con Etz0, la
sclucidn de Eth‘fue extraida con un total de un 1igro de dcido clorhidrico

al 5% para dar una capa de Et20 conteniendo triterpenos, hidrocarbonos, resi
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nas y una capa acida (conteniendo los alcalcides) la cual se alcaliniza y ex
trae con CHC13. Le solucidn de cloroforme se seca con NapSO anhidro, filtrar
y evaporar. El residuo de alcaloides, 1.19 gr., se toma para cromatografia

sobre 57 gr. de Alp03, colectandc fraccicnes de 100 ml. de los solventes si

guientes: 400 ml. de éter de petrdlec, 400 ml. de benceno, 300 ml. de una so
Tucidn EL20-EtOH en una proporcién 2:1 y 200 m1. 1:1 en Etp0-EtOH., lLa frac-
cidnpp de éter de petrdleo da un alcaloide Tiquido, tecomina, de { )p de -20

+ 2, mostrando un grupo CO en los espectro UV e infrarrojo, (11).

G. Caracterizacion

1. Aspectos generales de tecomina, tecostanina y tecostidina

Tahla 2.2
Alcaloide Formula Peso Punto
MoTecular Molecutar Fusidn
Tecomina CllH17NO 179.17 gr/moil 125
Tecostanina CllHZINO 183.30 82
Tecostidina C10H13N0 163.22 aceite

2. Andlisis por cromatografia de papel de los alcaloides de Tecoma stans

Fue investigado el contenido de alcaloides en el tejido calloso

de Tecoma stans, el cual se sembrl en los m:dios de cultivo siguientes: Mura
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shegui-Mei-Lie Lin (M4L) y Rt-K suplementados con los precursores de los al-
caloides de Tecoma, come lisina, dcido mevaldnico, lactona, y acido quinoli-
nico, {4). Los resultados fueron comparados con aqeullos obtenides paralela
mente por el andlisis de hojas de la planta. Siete manchas de alcaloides fue
ron detectados en las hojas del extracto: actinidina (véase figura 10}, 4-

noractinidina, boschniaquina, tecomanina, dos manchas de derivados de esqui-

tantina y una mancha no identificada.

Figura 10. Estructura de actinidina

Una mancha correspondiente a un derivado de esquitantina aparece
en los exiractos del tejido calloso en cultivo sobre el medio basal M-L su-
plementade con lisina, lactona o icido mevaldnico. Sin embarge, 3 manchas
de alcaloides fuerin revelados en extractos de parénquima homogéneo. Ademés.

de los derivados de esguitantina mencionadoes, actinidina y tecomanina fueron

identificados.

3. Propiedades de tecomina

Tecomina, el alcaloide consierado como el mayor factor antidiabé
tico de T. stans, perc aparentemente baja estabilidad, fue sometido & un es-

tudio para determinarla. La degradacidn del alcaloide estd sujeto al pH de
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su solucidn y los antioxidantes son benéficos en demorar su deterioro. La

forma cristalina establece del alcaloide es como picrato de tecomina (10).

Las constantes fisica de tecomina y tecamanina son muy similares

y las dos son probablemente idénticas (8).

H. 0Otros alcaloides de Tecoma stans

E1 alcaloide tecostidina, es la ll-hidroxiactinidina y la tecos-

tanina es la correspondiente N-metilpiperidina, (véase figura 11), (9).

Y e thy
~ x N/Mc
.
=
e Lh- 08
actinidina tecostidina tecostanina
e

N

|
L

N-normetilesquitantina

OR
H Me
' AN Mg Me
=
4-noractinidina boschniaquina

Figura 11. Estructuras de algunas hidroxiactinidinas.
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I. Otros compuestos encontrados en Tecoma stans

1. Carotenoides

Los pétalos de las flores de este drbol contiene 45.01 mg. de ca
rotenoides totales/ 100 gr. Los carotenoides incluian fitoeno, fitoflueno I,
fitoflueno I1 -caroteno. -caroteno y mutatocromo. (20). Las xant6filas
encontradas fueron cis-violaxantin, criptoxantin, mono y diepoxieriptoxantin,

(15).

2. Compuestos relacicnados a quinonas lipidas

Por saponificacidn de las hojas de T. stans fue preparado un com
puesto al cual se le denoming compuesto "s".  Lipidos no saponificables fue-
ron fraccionados en alimina desactivada al 5%, con petrdleo claro. E1 com-
puesto "s" fue eluido en benceno al 20% y ubiquinona en Et,0 al 5%. Recrcma
tografia de fracciones conteniendo el compuesto "s" sobre silica gel G con
bencenopetrélec claro al 5% en fenol y salesenol en dioxano en presencia de
BF; a temperatura ambiente fue realizada. E1 compuesto "s" muestra fluores-
cencia azul al exponerlo a luz ultravioleta. Da un color rosado estable con
51cali. La absorcidn maxima de UV fue de 272 y 310 nm. con los bordes a 260
y 298 nm. Al tratarlo con Agp0, resulta perdiendo las caracteristicas de
fluorescencia y el color rosado en el test fendlico. EI especiro IR muestra
bandas mayores a 800 1020, 1270, 1470, 1640, 2850, 2925 y 2900 1/om. Lla re
gién 3300-3600 no muestra bandas 1o que significa la ausencia de grupos OH

libres. E1 compuesto "s. no tiene una movilidad relativa a ubiquinona, (18),

(3).



ITI. OBJETIVOS

Lograr atslar Tos alcaloides tecomina y tecostanina del arbol Tecoma

stans; por medio de métodos quimicos ya establecidos.

Determinar si el alcaloide tecostanina, presenta efecto hipoglucemian

te, al ser administrados oralmente.







IV, JUSTIFICACION

Siendo el Tecoma stans una planta que se encuentra ampliiamente

distribuida en el territorio de Guatemala, y teniendo como referencia ini-

cial que popularmente, se utilizaban sus hojas en infusiones para combatir
la diabétes mellitus; me entrd la inquietud de realizar una investigacién

mas a fondo que To corrcborara. Perc no simplemente era importante llegar
a un resultado ya fuese éste positivo o negativo; sinc que al cbtenerle po
der dar a conccerlos efectos farmacologicos de esta planta. Para que pueda
ser utilizada como un potente hipoglucemiante, especialmente a nivel rural,
y 1legar a tener la importancia y utilidad en el tratamiento de la diabétes
como la tiene la insulina; ademés de ser 8sta una via mds accesible en el

aspecto econdnico.







V. MATERIALES Y HETODO

- hmpolla de decantacidon (4000; 100 ml)

- Er]enmeyef (1000, 250 ml1)

- Beackers (1000, 250, 50, 25, 10 m1l)

- Probetas (1000, 100 10 ml)

- Embudo Buchner y embudo de vastago largo

- Columnas para Cromatografia

Reactivos

- Dietil-éter (grado industrial)

- Hidrdoxido de amonio (industrial)

- Acido clorhidrico

- Benceno

- Alimina Neutra Actividad I (0% de agua)

- Polidxietileno sorbital monolaurato (Twee 20)
- Glucagbn

- Glucocintas (Haemo-Glukotest 20-800 R)

Procedimiento

A. Se molieron 2500 gramos de hojas secas de Tecoma stans

B. Se agregaron 10,100 m]l de Dietil-gter
2,100 ml de Hidréxido de amonio al 3%




la. extraccion:
4000 m1 de dietil éter

1500 m1 de hidréxido de amonio al 3% dejandose re-

posar durante 4 semanas.

?a. extraccion:
1500 ml de dietil éter

dejdndose reposar durante 4 dias.

3a. extraccion:
2600 ml de dietil éter

dejandose reposar durante 2 Semanas

4a. extraccidn:
200 m1 de dietil éter
600 m1 de hidréxido de amonio al 3% dejéndose repo-

sar durante una semana.

. Reduccidn del volumen del extracto etérico en rotavapor, de 10 Titros

a aproximadamente 800 mi,

. Extraccidn de alcaloides con HC1 5%, utilizéndose para ello 4950 de

dcido, en porcicnes de 250 ml en cada extraccion.

F1 extracto acido fue basificado con hidrdxido de amonio (280 ml,

15 M), el pH resultante fue de 9.

. Se extrajo con dietil &ter, 10,000 m1 en porciones de 200 mililitros.



21

G. Se redujo el volumen a 200 ml de extracto etérico, el cual se seca
utilizando sulfato de sodio anhidro. ET solvente remanente se eli-

mina burbujendo Np, utilizando bajo de vapor.

H. E1 vesiduo (5.3 gr) se hace pasar en Cromatografia de columna con
6xido de alUmuna neutra (actividad I). Se utilizaron Jos eluentes

en la siguiente forma.

la. colTumna:
Benceno: 700 mi
Benceno-Dietil éter: 300 ml

Dietil éter: 550 ml

2a. columna:
Benceno: 600 ml
Benceno-Dietil &ter: 200 ml

Dietil-éter: 800 m]

3a. columna:
Benceno: 11D0 mi
Benceno-Dietil &ter: 200 mi

Dietil éter: 2300 ml

I. Se redujo volumen de dietil éter, logrando hasta que el volumen fuera

de aproximadamente 20 ml, se iniciara cristalizacidn.
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4. Modelo Matematico:

Factorial

= . .+ ..t ..
Y Ty QJ TQ” Em(m)

Y = Concentracién glucosa sanguinea en ratas

= Medig total de glucosa sanguinea

T, = Tiempo, i = 1,2,3,4,5 (efecto)
Qj = Tratamiento, j = 1,2,3,4 (efecto)
Toij = Efecto por interaccion tiempo y tratamiento
Em(1 3) = . Efecto por aleatorizacidn, m = 1,2,3,4,5 para
todo 1,].
Hipbtesis:
HO : No existe diferencia significativa entre medias
Ho(l) : T, =00No existe efecto significativo debido al-
tiempo

H (2) Qj = 0 No existe efecto significativo de trata-
miento sobre la concentracifn de glucosa en la

sangre

0 : TQij = 0 No existe diferencia significativa por

el efecto interaccidn tiempo



5.
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Trabajo Experimental

Muestreo:

Control:

se cojocaron 25 ratas (machos, de 5 semanas después de deste
te, linea

en 5 jaulas; 5 por jaula, totalmente al azar.

Jaula # 0: Control
Jaula # 1: Contro Tween 20

Jaula # 2: Tratadas s6lo con Glucagén

e
(%)

Jaula Tratadas con Glucagdn y Tecostanina

=
I

Jaula Tratadas con Glucagbn y extracto etérico liquido

A un grupo de cinco ratas con un peso promedio de 100.7 gr.,
en ayuno de 12 horas, se les determind glucosa sanguinea a
intervalos de media hora, durante dos horas. Para ello se
hizo uso de glucocintas, en las que se colocd una gota de
sangre tomada del tronco de 1a cola de la rata. Se tomaron
las lecturas en un reflectémetro (Reflolux, de la casa co-

mercial de productos gquimicos Boehringer Mannheim).

Control Tween 20:

A un grupo de cinco ratas con un peso promedio de 139.5 gr.,

en ayuno de 12 horas, se les administrd oralmente conunason
da metdlica, una solucion de Tween 20 {solucidn acuosa). De-
terminandoles la glicemia media hora después del tratamiento.

Previo a 1a administracion se les realizd una determinacion.
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Tratadas sblo con Glucagén:

A un grupo de ratas con un peso promedio de peso de 127.6
'gr., en ayuno de 12 horas, se les inyecté intraperitoneal

mente 6.5 /m1 de glucagbn. Determindndoles glicemia

antes del tratamiento y después a intervalos de 45 minu-

tos durante 3 horas.

Tratadas con Glucagdn y Tecostanina:

A un grupc de ratas con un peso promedio de 110.5 gr., en
ayuno de 12 horas, se les determind la glicemia antes y des
pués del siguiente tratamiento: se Tes inyectd 6.5 /ml de
glucagdn intapaperitoneaimente 105 minutos después se deter
mind la glicemia. Después se les administrd oralmente 15
mg de tecostanina en suspensidn con Twee 20. Se realizaron

3 determinaciones de la glicemia a intervalos de 30 minutos.

Tratadas con Glicagdén y extracto etérico liquido:

" A un grupo de ratas con un perso promedio de 129 gr., en ayu

no de 12 horas, se le adeministrd el extracto etérico ligui-
do en suspensidn con Tween 20, llievdndose a cabo la misma sg
cuencia de tratamiento que el experimento anterior. La con-

centracion de extracto fue de 98 mg por rata.



VI. RESULTADOS

A. Pruebas cualitativas

Prueba

1. Flavonoides

a.

b.

Prueba de Shinoda

Test de Cianidina

. Test de Leucoantocianidina

Prueba de Marini Bretolo

Prueba de Dimroth

2. Alcaloides

Reactivo de Mayer

. Reactivo de Dragendorff
. Mayer modificado

. Dragendorff modificado

3. Glicdsidos carditdnicos

a.
b.
c.

a.

Lactonas insaturadas
Reactivo de Baljet
Prueba de Legal

Prueba de Raymond

Resultado

Negativo
Negativo
Negativo
Positivo

Negativo

Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Positivo
Positivo
Positivo

MNegativo
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Prueba

6.

7-Desoxiazicares

a. FeCl

h. Xantidrol

Fsteroles

a. Prueba de Liberman Burchard
b. Prueba Rosenheim

c. Prueba SaTkowski

Saponinas

a. Prueba de Liberman Burchard

b. Prueba de Espuma

Quinonas

a. Prueba de Borntrager

b. Prueba de Borntrager Modificado

Taninos y/o Polifenoles

a. Gelatina 1%
b. NaCl/Gelatina 1%

C. FeC13

Resaltado

Megativo

Negativo

Positivo
Positivo

Negativo

Positivo

Positivo

Negativo

Negativo

Negativo
Negativo

Positivo



Concentracidn de glucosa en sangre (mg/dl) en ratas control

Tabla 6.1
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Peso rata (gr)

Tiempo (minutos)
30

60
1. 108.3 60 96 86
2. 99.3 64 69 52
3. 85.7 65 86 59
4, 102.3 63 52 52
5. 97.8 58 59 52
Tabla 6.2
Concentracion glucosa en sangre (mg/dl) en ratas contro)
5 dias después de la primera determinacién

Peso rata (gr) Tiempo (minutos)
0 30 60
1. 141.8 74 75 69
2. 126.1 83 52 65
3. 123.1 77 75 75
4. 139.7 68 57 79
5. 130.5 67 85 83




Tabla 6.3

Glicemia (mg/d1) en ratas control, Tween 20

Peso Rata (gr) Tiempo (minutos)

0 30 60
i. 146.6 88 61 77
2. 139.4 74 121 71
3. 140.5 86 68 87
4, 124.8 97 67 87
5. 146.0 57 102 66

Tabla 6.4

Glicemia (mg/d1) en ratas tratadas con glucagdn

6.5 g intraperitoneal

Peso Rata (gr) Tiempo (minutos)
AAG DAG DAG DAG DAG
Q 45 90 135 180
1. 131.8 63 91 115 72 82
2. 121.5 104 91 92 75 55
3. 140.5 119 172 94 87 78
4, 120.1 86 86 78 64 58
5. 124.1 74 74 107 87 /1




Tabla 6.5
Glicemia (mg/d1) en ratas tratadas con alcaloide

(19 mg tecostanina/rata)
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Peso rata {gr) Tiempa (minutos)
C/AAG 105/DAG 135/DAG  165/DAG - 195/DAG
30/DAT 60/DAT 90/DAT
1. 108.0 87 57 25 35 48
2. 104.6 54 58 44 46 ‘30
3. '110;0 65 63 76 43 58
4. 117.6 47 62 41 30 44
5. 112.1 62 66 57 - 49 61
AAG = antes administracion glucagon
DAG = después administracion glucagon
DAT = después administracidn tecostanina

DEEL= después administracion de extracto etérico
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Glicemia {mg/d1) en ratas tratadas con extracto

etérico 1iguido 98 mg/rata

Tabla 6.6

Peso rata

Tiempo (minutos)

0/ AAG 105/DAG 135/DAG 165/DAG 195/ DAG

30/DEEL 60/DEEL 90/DEEL
i. 130.6 30 85 - 60 58 56
2. 121.4 80 63 91 55 85
3. 132.1 85 86 63 65 60
4. 123.1 65 97 47 71 50
5. 14i.6 48 76 100 h8 717

Tabla 6.7

Efecto por tratamiento sobre la glicemia en ratas en (mg/dl)

Tratamiento a=4

Observaciones Control  Tecostanina  Glucagdn Extracto L
1. 73 35 115 58
2 67 46 9z 55
3 /6 43 94 65
4 68 30 98 71
5 8 49 105 58
o 367 203 506 307




Computos prelimindres

1. Gran total = Y = 1383

2. Suma de observaciones al cuadrado = Y2 = 106195

3. Suma de los totales por grupo al cuadrado dividido por n = 1/n
2
)

il

(  Y)" = 1/5 (526183) = 105236.6

4. Gran total al cuadrado y dividido por el nimero total de muestras

2

=T = an ( Y)2 = (1383)2/5%4 = 95634.4

i

5. SS 2

total = Yo - CT
= 106195-95634.4 = 10560.55

)2 - er

Ssgrupos = 1/n (v

105236.6 ~ 95634.4 = 9602.05

31

7. SS _ _ - - =
dentro = Sstota1 SsgrupOS‘ 10560.55 - 9602.05 = 958.5
Tabla 6.8
Analisis de varianza
Fuente Variacion gl sS MS Fa

Y - Y 3 9602. 05 3200.68 53.42

(entre tratamiento)

Y - X 16 958.5 59.90

{error por réplica)

- i

J total

19 10560. 55

*
*%
F0_05(3,16) 3.24 F 3,16) 5.29

0.01(
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Tabla 6.9

Comparacidn entre medias

Control Tecostanina Glucagdn Extracto L
Y 73.4 40.6 97.2 61.4
Y 367 203 506 307
n 5 5 5 5
S5 (367)° (203 + 307)?
(control vrs. trat) = - S e

(367 + 203 + 307)%2 = 1672.5

15
- BN -
Fs 1672.5 = 27.92 F0.01(1,16) 8.53
59.9
FS, F0.01(1,16)
Tabla 6.10
Test de homogeneidad de varianzas
Control Tecostanina Glucagfn Extracto L
2 33.76 49.84 162.58 398.8
Fobs. 1.48 4.85 | 1}.81
= 1R%
FO.01(4’4) 16
F F 2 . 2

obs  0.01(4,4) 1 T 2
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VIT. DISCUSION

Luego de concluidos, la investigacidn bibliografica, pruebas cua
litativas de laboratorio y el trabajo experimental con un grupo de ratas al-
binas, a las que se les administrd oralmente el alcaloide, extraido de Ta

planta Tecoma stans; se pudo establecer estadisticamente que el efecto de di

cho compuesto es de ser un agente hipoglucemiante.

Se puede inferir el alto grado de actividad del alcaloide con el
siguiente razonamiento; las ratas a las que se les administrd el alcaloide,
habian sido tratadas con glucagdn y sin embargo la concentracidn de glucosa
en sangre 1legd a niveles tan bajos que el reflectimetro (Reflolux) no Tugré
detectar, obteniéndose las lecturas visualmente, compardndose con patrones

establecidos.

Fn este tipo de investigacidn, es de gran importancia el trata-
miento estadistico que se aplique, de acuerdo con el grupo de datos que se
tengan. Es por esta razdn que se hizo imperativo realizar el test para com-
probar la homogeneidad de las varianzas. No existid diferencia significati-

va entre varianzas a un nivel de confianza del 99%.

De acuerdo a las hipdtesis propuestas al inicio de la investiga-
cidn, se logrd establecer en primer lugar, que existe diferencia altamente
significativa entre medias, a un nivel de confianza del 99.9%. Asi como tam

bign que existe un efecto significativo en la concentracion de glucosaensan
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gre debida al tratamfeﬁto. Con respecto al efecto por interaccidén tiempc tra
tamiento, la diferencia es notoria, pues tanto el gTucagbn como el alcaloide
tecstanina, tienen una accion farmacolégica en el organismo de la rata quede

cae con el tiempo.

Fs importante mencionar y comentar al respecto de 1o que se deno
ming Extracto [térico Liquido. Esta porcidén fue obtenida cuando por cromatg
grafia de columna se extrajo el alcaloide tecostanina con dietil &ter. Esta
fue una fraccion que despuds que se le hizo el tratamiento de secamiento vy
evaporacién de solvente no cristalizd, sino gquedd un residuc 1iquido con un
olor penetrante, parecido al olor dela nicotina. Se obtuvo un espectro IR de
este residuo de color rojizo quemado, sin embargo no pudo obtenerse mayor in
formacién, ya que el aparato no resolvid adecuadamente; o también hubiera si
do necesario purificar mas el compuesto. Este extracto fue utilizado también
para probar su actividad farmacol6gica; ohteniéndose gue también disminuye el

azlicar de la sangre. Siendo este resultado estadisticamente significativo.

Ha sido muy importante el comprobar la efectividad ce uno de los

alcaloides de Tecoma stans, como hipoglucemiante oral; ya que entonces esta

planta se convierte en una gran promesa farmacoldgica.



VIII. CONCLUSIONES

De acuerde a los resultados cbtenidos se puede concluir lo siguiente:

1. F1 alcaloide tecostanina estraido de 7. stans es un compuesto con gran

actividad hipoglucemiante a nivel oral.

2. Con respecto a las hipdtesis propuestas, se rechazan, estableciéndose

lo siguiente:

a. Existe diferencia significativa entre medias
b. Existe diferencia significativa a un nivel de confianza del 99%en

el efecto por tratamiento en la concentracidn de glucosa sanguinea.

3. Por la respuesta obtenida se hace necesario que la concentracién del al
caloide sea mayor para que tenga efecto més duradero, 0 que se adminis-

tren varias dbsis a intervalos de tiempo adecuados.
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