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1. RESUMEN

La diabetes mellitus es una enfermedad metabolica cronica caracterizada por niveles
elevados de glucosa en sangre debido a la disfuncion en la secrecidén o accion de la
insulina. El uso de plantas medicinales como complemento para el tratamiento de esta
enfermedad ha cobrado relevancia, dada la necesidad de encontrar alternativas naturales
con menores efectos secundarios, en ese sentido Terminalia catappa (almendro) es una
planta medicinal tropical conocida por sus propiedades terapéuticas, utilizadas
tradicionalmente para tratar diversas enfermedades. El objetivo de esta investigacién fue
evaluar la toxicidad y la actividad hipoglucemiante del extracto etandlico de las hojas de
Terminalia catappa en ratones de laboratorio. Para el estudio toxicoldgico, se aplicé una
prueba de toxicidad con dosis repetidas durante 28 dias consecutivos. Se realizaron
analisis de bioquimica sanguinea, hematologia y un examen macroscopico de los
organos. En cuanto a la actividad hipoglucemiante, se administraron tres diferentes dosis
del extracto etanolico (150 mg/kg, 250 mg/kg y 500 mg/kg de peso corporal) a ratones
con hiperglucemia inducida. Los niveles de glucosa se midieron mediante tiras reactivas
en tres momentos distintos, con intervalos de 30 minutos, tras una sobrecarga de glucosa
y una toma de muestra en ayunas. Las muestras sanguineas fueron extraidas de forma
homogénea de cada animal experimental. Los resultados de toxicidad y actividad
hipoglucemiante sugieren que el extracto de Terminalia catappa no presenta niveles de
toxicidad en los ratones de experimentacion en el periodo de prueba. En cuanto a la
actividad hipoglucemiante del extracto evaluado no resulté efectivo para reducir los
niveles de glucosa en sangre.
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2. INTRODUCCION

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica cronica caracterizada por la presencia
persistente de hiperglucemia, como consecuencia de alteraciones en la secrecion, accion
0 ambas funciones de la hormona insulina (Kalofoutis et al. 2006). La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), considera a esta enfermedad un problema de salud publica,
alcanzando proporciones de pandemia mundial. Segun los expertos, la diabetes ocuparia
uno de los primeros lugares de mortandad en el presente siglo (Banderas, 2006).

En este contexto, La busqueda de tratamientos antidiabéticos es muy importante en el
campo de la investigacion farmacoldgica, principalmente porque los casos de diabetes
mellitus se han incrementado rapidamente en muy poco tiempo y sumado a esto los
diferentes esquemas de tratamiento durante la enfermedad son de los costos més elevados
(Hernandez, 2015). Debido a lo anterior la medicina tradicional particularmente el uso de
las plantas tiene gran relevancia en la sociedad al ser uno de los recursos terapéuticos mas
frecuentados. Sin embargo, la falta de estudios sistematicos y cientificos de estos recursos
terapéuticos conlleva a un sesgo en la informacion dificultando que los productos
naturales sean una opcion terapéutica viable y confiable (Mejia, 2015).

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar la toxicidad y la actividad
hipoglucemiante del extracto etandlico de hojas de Terminalia catappa en ratones de
experimentacién, ya que es una planta ampliamente utilizada en la medicina tradicional
en diversas regiones del mundo, donde se le atribuyen propiedades terapéuticas para el
tratamiento de afecciones digestivas, inflamatorias, hepéaticas y metabdlicas, incluida la
diabetes. También se decidio realizar esta investigacion por el uso etnobotanico que le
dan los pobladores del municipio de Tejutepeque en el departamento de Cabarias
asegurando que las hojas de dicha especie han logrado disminuir sus niveles de glucosa
en sangre.

Para ello, se llevo a cabo un estudio toxicologico mediante la administracion oral diaria
de dosis repetidas del extracto durante 28 dias consecutivos, seguido de evaluaciones
hematoldgicas, bioquimicas y un examen macroscopico de los drganos internos para
detectar posibles efectos adversos.

También se investigo la actividad hipoglucemiante del extracto etanélico en ratones con
hiperglucemia inducida por sobrecarga de glucosa, a los que se administraron tres
diferentes concentraciones (150 mg/kg, 250 mg/kg y 500 mg/kg de peso corporal). Los
niveles de glucosa en sangre se determinaron utilizando tiras reactivas en tres momentos
distintos, con intervalos de 30 minutos, tras una toma inicial en ayunas. Las muestras
sanguineas fueron recolectadas de manera homogénea en todos los animales
experimentales.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

e Evaluar la toxicidad y la actividad hipoglucemiante del extracto etandlico de las
hojas de Terminalia catappa “almendro” en ratones experimentales.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar la toxicidad del extracto etanolico de las hojas de Terminalia catappa
en ratones experimentales.

e Analizar la actividad hipoglucemiante de tres dosis del extracto de la hoja de
Terminalia catappa mediante la sobrecarga de glucosa en ratones experimentales.
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4. MARCO TEORICO

4.1. Antecedentes del problema
De acuerdo con la revision bibliografica realizada se ha determinado que existen
diferentes investigaciones que van enfocadas a estudiar el efecto hipoglucemiante que
tienen diferentes especies vegetales, entre estas se pueden mencionar:

GoOmez 2013. Realiz6 su tesis de grado con el objetivo de determinar el efecto
hipoglucemiante del extracto etandlico de las hojas de Hamelia patens
“chichipince” en tres concentraciones: 100 mg/kg, 250 mg/kg y 500 mg/kg de peso
corporal. Para ello utilizé ratones hembra albinos suizos NIH a los que se
evaluaron en tres diferentes situaciones fisioldgicas: a) normoglucémicos (sanos),
b) ante una sobrecarga de glucosa, c) inducidos a diabetes mediante una serie de
dosis bajas de Estreptozotocina (STZ). Los niveles de glucosa se midieron con
tiras reactivas, después de un periodo de ayuno, utilizando muestras homogéneas
de sangre. Se observé que los ratones normoglucémicos, incluso tras la sobrecarga
de glucosa, mantuvieron rangos normales de glucemia. Sin embargo, el extracto
etanolico de Hamelia patens no mostro eficacia en la reduccién de los niveles de
glucosa en sangre bajo ninguna de las condiciones evaluadas.

Riquett & Solérzano 2013. Estudiaron el efecto de Chamaedorea tepejilote
“pacaya” sobre la glucemia de ratones normales, para ello se midi6 el efecto
hipoglucemiante que tiene la administracion intraperitoneal de tres diferentes
dosis del extracto de la planta (100, 200 y 300 mg/kg) en muestras de sangre
extraidas de la vena caudal a las 2, 6 y 24 horas de su administracion. Como
resultado la administracion de 300 mg/kg del extracto de Chamaedorea tepejilote
en ratones normoglucémicos redujo la glucosa sanguinea en 29,77 %, lo que
confirmoé que dicha especie que es usada en la medicina tradicional si tiene un
efecto hipoglucemiante.

Nakamura et al. 2018. Realizaron una investigacion con el objetivo de
determinar la actividad hipoglucemiante y antioxidante del extracto alcohélico del
fruto de Morinda citrifolia “noni”. Para el test de tolerancia a la glucosa se
emplearon 56 ratas hembra distribuidas en siete grupos de ocho cada uno; un
grupo sin hiperglucemia inducida y los restantes con hiperglucemia inducida por
glucosa (750 mg/kg). Para determinar la accion en ratas con diabetes inducida, se
utilizaron siete grupos de seis animales cada uno; un grupo sin diabetes y los
restantes con diabetes inducida por Aloxano (80 mg/kg). La determinacién de la
actividad antioxidante in vitro e in vivo se realizd mediante el método de
neutralizacion del radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH). Se concluy6 que
el extracto presenta actividad hipoglucemiante y antioxidante en ratas con
diabetes mellitus tipo 2.
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Garcia & Ortega 2019. Su trabajo de investigacion tuvo como objetivo
determinar la actividad hipoglucemiante y evaluar la capacidad del extracto
etanolico de la semilla de Persea americana Mill “aguacate” para reducir el dafo
histologico en células B pancreaticas. Se utilizo el método Szkudelski (2001) el
cual se basa en la induccién de la diabetes con Aloxano y su evaluacion
hipoglucémica se realiz6 mediante tiras reactivas, una vez terminado se sacrifico
a los animales y se realizaron los cortes histolégicos del pancreas para su estudio.

El tratamiento con la dosis de 200 mg/kg fue el que presenté mayor efectividad
en la disminucion de la glucosa en sangre. Los cortes histoldgicos del pancreas
muestran que el dafio producido por Aloxano fue menor en las células pancreéaticas
de los ratones con el tratamiento del extracto de la especie en estudio. En
conclusion, el extracto etandlico de la semilla de Persea americana Mill
“aguacate” aplicado en ratones presenta actividad hipoglucemiante mediante el
método de Szkudelski y, ademas, se determiné que presenta capacidad para
reducir el dafio histologico en células 3 pancreéticas.

Balvin & Huaman 2021. Realiz6 su tesis de grado con el objetivo de cuantificar
betalainas y evaluar la actividad hipoglucemiante del extracto hidroalcohélico de
cascara y pulpa de Hylocereus monacanthus “pitahaya roja”) en ratas albinas,
cepa Holtzman. Para determinar la actividad hipoglucemiante se utilizaron 45
ratas macho, con un peso promedio de 100 -130 g (cepa Holtzman), los cuales
fueron distribuidos en nueve grupos, se administré extracto de cascara y pulpa en
distintas dosis (400, 500 y 600 mg/kg respectivamente), durante 7 dias a ratas
inducidas a diabetes con Aloxano 160 mg/kg por via intraperitoneal; los extractos
fueron comparados frente a la Glibenclamida.

Como resultado se obtuvo que el extracto hidroalcoholico de la cascara a dosis de
600 mg/kg presenta un mayor efecto hipoglucemiante, reduciendo la glucosa en
un 56% a diferencia de la pulpa que redujo en un 38%, y la Glibenclamida que
redujo la glucosa en un 80%. Con relacion a la cuantificacion de betalainas se
encontrd mayor proporcion de betacianinas 94,48 mg/g en cascara frente a la
pulpa 76,27 mg/g. En conclusion, se comprobd que el extracto hidroalcohodlico de
la c&scara y pulpa de Hylocereus monacanthus “pitahaya roja”) posee actividad
hipoglucemiante.

Chiara 2022. En su estudio evalu6 el efecto hipoglucemiante del extracto
etanolico del fruto de Cucumis sativus L. “pepino” y hojas de Lactuca sativa L.
“lechuga” en ratones diabéticos. Se emplearon para el experimento
farmacoldgico, ratones albinos cepa Holtzman de ambos sexos con un peso entre
120-170 g; los ratones se agruparon, en seis grupos de seis miembros cada grupo,
para estudiar el efecto hipoglucemiante del extracto etandlico. La diabetes fue
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inducida, por una inyeccion intraperitoneal Unica de Aloxano monohidrato en
solucion, a dosis de 180 mg/kg. Luego se midieron los niveles de glucemia, antes
(dia 0), durante (dias 1, 7 y 14) y al final (dia 21) del experimento farmacologico.
Los resultados evidenciaron, que el extracto etandlico del fruto de Cucumis
sativus L. “pepino” y hojas de Lactuca sativa L. “lechuga”, presentaron un efecto
reductor del nivel glucémico en ratones diabéticos.

4.2 Fundamentos tedricos

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad crénica que se caracteriza por incremento
de la concentracién de glucosa en sangre (hiperglucemia), causada por una disminucion
absoluta o relativa de insulina, a menudo combinada con una resistencia a esta hormona
(Hernédndez, 2016).

En el metabolismo de los carbohidratos, la insulina cumple un papel fundamental al
activar mecanismos celulares que permiten el ingreso de la glucosa desde la sangre hacia
el interior de las células, donde actia como la principal fuente de energia. Por esta razén,
una deficiencia en la secrecién, en la cantidad o en la efectividad de la insulina puede
provocar alteraciones metabdlicas significativas. Estas caracteristicas son la base para
clasificar la diabetes mellitus (DM) en dos tipos principales: diabetes mellitus tipo 1
(DM1) y diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (Paiz, 2007).

4.2.1 Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1).

Anteriormente conocida como Diabetes insulinodependiente o juvenil es una enfermedad
multisistémica y metabdlica de comienzo abrupto, caracterizada por una importante
deficiencia de insulina como resultado de la destruccidn de las células pancreéticas beta
(B) productoras de insulina (Gémez, 2013).

La enfermedad precede sintomas en varios afos, el cuadro clinico generalmente incluye
polidipsia repentina (aumento de la sed), poliuria (incremento de la miccion), pérdida de
peso injustificada, deshidratacion y fatiga. Otros sintomas incluyen cambios repentinos
en la vision, polifagia (apetito en demasia), hormigueo o entumecimiento de las manos o
los pies, piel seca, infecciones recurrentes y cicatrizacion lenta de heridas. Los sintomas
pueden incluir dolor abdominal, nauseas, vomitos, hiperventilacion, aliento frutal y un
nivel alterado de consciencia (Strayer & Schub, 2009).

4.2.3 Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2).

También denominada diabetes no insulinodependiente o diabetes del adulto es la forma
mas comun de diabetes y generalmente es diagnosticada en adultos. Los tratamientos
médicos no incluyen la cura, sin embargo, existen tratamientos para controlar los niveles
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de glucosa en la sangre los cuales resultan poco accesibles por su alto costo, es por ello
que, la poblacion inicia un tratamiento con plantas o hierbas medicinales (Gomez, 2013).
Aproximadamente el 85% de los pacientes con Diabetes Mellitus tipo 2 son obesos es
muy comun que los pacientes se quejen de los siguientes sintomas cuyo incremento es
gradual: fatiga, infecciones recurrentes, cicatrizacion prolongada de las heridas y cambios
en la vision (Strayer & Schub, 2009). El cuadro puede incluir también los sintomas
clasicos como poliuria, polidipsia, cambios en el peso sin explicacion y polifagia en
forma infrecuente. Otras afecciones asociadas con la enfermedad incluyen hipertension,
disfuncion sexual, hiperlipidemia aumento de los niveles de grasa en sangre y el sindrome
hiperosmolar hiperglucémico no cetésico (SHHNC) un desequilibrio metabolico
potencialmente mortal accionado por hiperglucemia y caracterizado por la incapacidad
de sustituir liquidos afasia, convulsiones, paralisis, reduccion de la actividad mental y en
casos infrecuentes coma (Strayer & Schub, 2009).

4.3. Tratamiento de la Diabetes Mellitus.

4.3.1. Tratamiento no farmacolégico.

El tratamiento no farmacologico intensivo y adecuado del sindrome metabdlico tiene
como objetivo controlar sus manifestaciones clinicas y prevenir sus complicaciones
cronicas. Por ello, se recomienda que el paciente mantenga una alimentacion balanceada,
realice ejercicio fisico diario y controle su peso corporal. El ejercicio contribuye a
mejorar el estado diabético, ya que incrementa el transporte de glucosa hacia los
masculos sin necesidad de intervencion de la insulina (Paiz, 2007)

Muchos pacientes, desafortunadamente, no logran alcanzar los objetivos establecidos
mediante las recomendaciones complementarias, por lo que se hace necesaria la
administracion de medicamentos como sulfonilureas, biguanidas, insulina o
combinaciones de estos (Paiz, 2007).

4.3.2. Tratamiento farmacologico.
1. Insulinoterapia.
La insulina es una proteina que consta de 51 aminodacidos, dispuestos en dos cadenas

unidas por enlaces de disulfuro, este compuesto es liberado por las células beta del
pancreas, en respuesta a la glucosa u otros tipos de azucares (Mejia, 2015).

2. Antidiabéticos orales.

Los antidiabéticos orales son medicamentos comercializados para controlar los niveles
de glucosa en sangre en pacientes diabéticos (Mejia, 2015). Son un vinculado
heterogéneo de drogas a los que se les atribuye provocar una disminucién en los niveles
de glucemia luego de su posterior ingesta (Olgado & Lo6pez, 2019).
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3. Glibenclamida.

Pertenece a una clase de medicamento de segunda generacion llamados sulfonilureas, es
un hipoglucemiante oral recetado en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 que no han
conseguido la normoglucemia, se caracteriza por una respuesta eficaz terapéutica en
muchos estudios clinicos (Olgado & Lépez, 2019).

Tiene una favorable absorcion por via oral sin diferenciaciones significativas y ningun
efecto si es administrado con los alimentos, muestra un periodo de accién de 24 horas
mediante un campo de vida media de 10 horas, presentando respuesta en la secrecién de
insulina entre un rango de dos a tres horas. Entre un 98 y 99% se encuentra unido a
proteinas séricas siendo su biotransformacion a nivel hepéatico produciendo metabolitos
inactivos como débilmente activos. Esta se elimina como metabolitos el 50% por bilis y
el restante 50% por la orina (Olgado & Ldpez, 2019).

4.3.3 Mecanismo de accién de la Glibenclamida.

Presenta una larga duracién de accion y metabolitos con actividad hipoglucemiante que
aumenta el riesgo de hipoglucemia prolongada, que se asocia a menor ingesta de
alimento, desnutricion, alcoholismo, insuficiencia renal, etc. Esta contraindicada en la
diabetes mellitus tipo I, coma o precoma diabético, cirugia mayor, gestacion y lactancia.
(Rambiritch et al. 2014).

La glibenclamida aumenta la sensibilidad de las células beta a la hiperglucemia e
incrementa la secrecion de insulina. Se une a receptores de membrana especificos de las
células beta de los islotes de Langerhans con alta afinidad que estan préximos a los
canales de Potasio (K*). Al unirse la Glibenclamida a su receptor se inhibe los canales de
Potasio (K*) sensibles a ATP y disminuye la permeabilidad de la membrana al K* (Lisson,
1999).
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Como el potencial de reposo de las células beta estd determinada por una permeabilidad
variable a los iones Potasio (K*), la disminucion de las actividades de los canales Potasio
(K*) da lugar a la despolarizacién de la membrana. La disminucion diferencial del
potencial de la membrana plasmatica abrira los canales de Calcio (Ca*?) idnico, que a su
vez desencadenara la exocitosis al alterar la actividad enzimatica, las cargas
electrostaticas de la membrana y/o translocacion de los granulos secretores lo que dara
lugar a la liberacion de insulina, por lo que la Glibenclamida reduce los niveles de azlcar
en la sangre en tanto exista la capacidad exdgena de secretar insulina (Lisson, 1999).

4.4. Modelos animales para el estudio de diabetes.

El uso de animales en la investigacion de la diabetes mellitus, ya sea para el estudio de su
fisiopatologia, etiologia o el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, constituye un
campo de estudio complejo y en constante evolucién. En la actualidad, se dispone de una
amplia variedad de modelos experimentales que permiten analizar los diferentes aspectos
de esta enfermedad metabdlica (Mejia, 2015).

Los animales empleados en este tipo de investigaciones pueden desarrollar resistencia a
la insulina y manifestar formas de diabetes tipo | o tipo Il, reproduciendo, en muchos
casos, las complicaciones clinicas observadas en humanos. Estos modelos incluyen tanto
especies roedoras (como ratones y ratas) como no roedoras (como perros o primates), y
su eleccidn depende de los objetivos especificos del estudio.

Segun el mecanismo mediante el cual se origina la patologia, los modelos animales
pueden clasificarse en tres grandes grupos: aquellos de origen genético, los de induccién
experimental (por agentes quimicos como la estreptozotocina o el aloxano), y los de
induccion nutricional, que simulan el desarrollo de la diabetes a partir de dietas ricas en
grasas y azlcares (Mejia, 2015). Cada uno de estos modelos presenta ventajas y
limitaciones, y su correcta seleccion resulta esencial para la validez y aplicabilidad de los
resultados obtenidos.

4.4.1. Modelos animales para el estudio de diabetes inducidos por sustancias
guimicas.

La investigacion de la diabetes, empleando animales diabéticos inducidos con sustancias
quimicas histéricamente se relaciona al uso de Aloxano, un compuesto que tras su
administracion provoca un considerable aumento de los valores de glucosa sanguinea.
Sin embargo, en los ultimos afios el uso de Aloxano se ha ido descontinuando y se ha
sustituido por el uso del compuesto Ilamado Estreptozotocina. Este tipo de modelos
emplean sustancias que son selectivas por las células pancreaticas, por lo que presentan
un menor indice de mortalidad por complicaciones relacionadas a la diabetes (Mejia,
2015).
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En comparacion con otros modelos, estos son econémicamente favorables y faciles de
mantener, pero a la vez la diabetes inducida puede ser inestable, reversible y los
resultados pueden ser variados.

4.5 Principales plantas con principio activo utilizadas para contrarrestar la diabetes.

En la actualidad las plantas se han convertido en un recurso valioso para los paises en
desarrollo, se estima que hay 250,000 especies de plantas en el mundo y probablemente
solo el 10% de ellas han sido probadas para algun tipo de enfermedad. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) ha estimado que mas del 80% de la poblacién mundial las
utiliza, para satisfacer sus necesidades de atencion primaria de salud. La busqueda de
tratamientos antidiabéticos se ha convertido en un importante sector en el campo de la
investigacion farmacoldgica debido a que los casos de diabetes mellitus se han
incrementado rapidamente en los ultimos afios (Hernandez, 2015).

A continuacion, se presentan algunas familias de plantas que poseen propiedades en el
tratamiento de la diabetes mellitus por su composicién quimica, dentro de estos grupos
pueden llegarse a encontrar ciertas plantas que poseen la misma composicion quimica
pero que no se ha realizado estudio alguno.

Cuadro 1. Familias de plantas con actividades hipoglucemiante

Familia Familia Familia Familia
Agavaceae Cactaceae Aloaceae Rhizophoraceae
Apocynaceae  Brassicaceae =~ Cecropiaceae Rosaceae
Asteraceae Equisetaceae Musaceae Rubiaceae

Bignoniaceae = Burseraceae  Nyctaginaceae = Verbenaceae

Bombacaceae Euphorbiaceae Phytolaccaceae = Leguminosae

Burseraceae Lamiaceae Rhamnaceae Combretaceae

Fuente: Hernandez et al. (2003)
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El uso medicinal de las plantas de la familia Combretaceae esta ampliamente descrito en
la literatura cientifica donde se describe la fitoquimica de estas especies que son utilizadas
ampliamente contra la inflamacidn, infecciones, diabetes, malaria, hemorragias, diarreas
y trastornos digestivos (Lima et al. 2012). Dentro de la familia Combretaceae se
encuentra la especie Terminalia catappa “almendro” que suele ser empleada como
medicina natural para tratar la diabetes mellitus, pero no se han reportado estudios que
puedan confirmar la veracidad sobre sus propiedades hipoglucemiantes.

4.5.1 Almendro: Terminalia catappa

4.5.2 Origen y distribucion

El almendro es nativo de las areas costeras del este de la India, las islas de las Andaman,
Indochina, Malasia, Indonesia, el norte de Australia, Oceania, las Filipinas y Taiwan, la
especie se planta extensamente en las tierras bajas de regiones tropicales en el resto del
mundo. La especie crece a bajas elevaciones, en climas secos o hiumedos, se caracteriza
por ser un arbol cultivado que coloniza sitios costeros (Galicia & Nolasco, 2006).

En El Salvador se puede encontrar en Ahuachapan, La Libertad, San Salvador y Santa
Ana. Usualmente en bosques muy humedos y secos, de 0 a 2000 metros sobre el nivel
del mar (msnm). (Galicia & Nolasco, 2006).

4.5.3 Descripcion boténica.

Arbol siempre verde en jardineria, caducifolio en zonas naturales con estacion seca,
alcanza 9-15 m de altura y aln mas en sus zonas de origen (Figura.l), con una copa
extendida o piramidal y un grueso tronco de corteza gris oscura (Lopez, 2012)

Las agrupaciones florales (racimos o espigas) tienen de 5 a 15 cm de largo, con flores
pequefas de 4 a 6 mm de diametro y sin pétalos, presentando un color blanco o verdoso,
la mayoria de ellas masculinas, y otras bisexuales con un olor ligeramente agradable
(Lopez, 2012)

Las hojas estan dispuestas en espiral, son grandes de 15 a 25 cm de longitud y de 10 a
14 cm de ancho, con forma ovoide. Son caducifolias desprendiéndose en la época seca.
Las hojas presentan varios cambios de color antes de caerse del arbol, las hojas nuevas
tienen un color verde limon, en su fase de maduracion su color cambia a un verde oscuro,
pasando esta fase cambian a un color amarillo lo que indica que la hoja esta
completamente madura y por ultimo cambia su color a rojo oscuro, esto antes de que la
hoja se caiga del arbol; estos cambios de tonalidades de las hojas se debe al contenido de
pigmentos tales como la violaxantina, luteina y la zeaxantina (Lopez, 2012)

20



Figural. Partes botanicas de Terminalia catappa
(A). arbol (B) inflorescencia, (C). hoja, (D) semillay (E). el fruto

Fuente: Elaboracion propia 2025

El fruto es una drupa de 5 a 7 cm de longitud y de 3 a 5.5 cm de anchura, este se produce
a partir de los tres afios del arbol. Presentan un cambio de coloracion durante su proceso
de maduracion (Lépez, 2012).

Las semillas se producen anualmente, estan cubiertas por una cascara fibrosa dentro de
un pericarpio carnoso, las semillas pueden ser consumidas inmediatamente al madurar o
al caerse de los arboles (L6pez, 2012).

4.5.4 Descripcion fisicoquimica de la hoja

Las hojas contienen varios flavonoides como kaempferol o quercetina, varios taninos tal
como punicalagina o tercatina (la molécula contiene un componente de &cido galagico
enlazado a una glucosa), saponinas y fitosteroles. Debido a su riqueza en principios
activos, las hojas e incluso la corteza se usan en varias medicinas tradicionales con
distintos propdsitos (Carrion & Chavesta, 2019)
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5. METODOLOGIA

5.1 Tipo de Estudio

La presente investigacion se cataloga como un estudio exploratorio debido a que no se
han encontrado estudios previos de la actividad hipoglucemiante de las hojas de
Terminalia catappa “almendro”, proponiendo una nueva alternativa para el control de la
diabetes mediante esta investigacion, dado que en nuestro pais suele ser muy usada por
las personas, es importante mencionar que el uso de especies vegetales con actividad
antidiabética ha sido de mucha importancia con el transcurso del tiempo para combatir
esta enfermedad.

El estudio se realizd en la Universidad de El Salvador (Figura.2) ubicada en 13°43°6" N,
89°12°11", en el Laboratorio de Experimentacion Animal (LEA), del Centro de
Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD).
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Figura.2 Mapa de referencia del Iaboratorlo de experlmentacmn animal (LEA)

Fuente: Google Maps. Recuperado de https://www.google.com/maps

4.2 Materiales y métodos

Para la realizacion de este estudio experimental, se elaboraron soluciones como el
extracto etandlico de hojas de almendro de playa (Terminalia catappa), las cuales fueron
almacenadas en refrigeracion para preservar sus propiedades fisicoquimicas. El
almacenamiento se efectu6 a temperatura controlada en un refrigerador de laboratorio,
asegurando la estabilidad de los compuestos.
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Se utilizaron ratones experimentales, a los cuales se les administraron las dosis por via
oral mediante canulas disefiadas especialmente para pequefios roedores. Las dosis fueron
ajustadas de manera individual segun el peso corporal de cada animal, determinado
previamente con el uso de una balanza analitica de alta precision.

Los niveles de glucosa en sangre se midieron utilizando un glucémetro digital,
acompafado de tiras reactivas. Las muestras de sangre se obtuvieron mediante puncién
en la cola, y se recolectaron de forma homogénea para mantener la confiabilidad de los
datos obtenidos.

Durante todo el procedimiento experimental se emplearon diversos instrumentos de
laboratorio, como pipetas y sus respectivas puntas, vasos de precipitado (Béquer). Para
el registro sisteméatico de datos, se utilizo una tabla de anotaciones disefiada para
documentar cada fase del experimento.

Entre los reactivos utilizados se incluyeron agua destilada, el extracto etandlico de
Terminalia catappa y Glibenclamida, esta Gltima empleada como farmaco de referencia.
Todos los procedimientos se llevaron a cabo respetando las normas de bioseguridad y
buenas practicas de laboratorio.

4.3 Recoleccion del material vegetal

Las hojas de Terminalia catappa “almendro “se recolectaron en el municipio de
Tejutepeque, departamento de Cabarias, este limita al norte con Jutiapa (Figura.3); al este
con llobasco; al sur con Tenancingo (departamento de Cuscatlan) e llobasco y al sur con
Cinquera con una Latitud: 13.85, Longitud: -88.913° 51’ 0” Norte, 88° 54’ 0" Oeste, con
una altitud de 724 msnm, con un clima tropical seco.

Fuente: Google Maps. Recuperado de https://www.google.com/maps
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Las hojas fueron llevadas a las instalaciones de Gerencia Cientifica en Apoyo a la
Educacion del Ministerio de Educacion, Ciencia y Tecnologia para su secado y
elaboracion del extracto a utilizar.

5.4 Preparacion del extracto.

Para el extracto de las hojas de Terminalia catappa “almendro” se realizé el secado de
estas a temperatura ambiente, durante aproximadamente 1 mes. Posteriormente las hojas
fueron cortadas en pequefios trozos, se pesaron 40 gramos de estas y luego se maceraron
en alcohol etilico durante 48 horas.

El etanol de la solucion fue eliminado, mediante evaporacion rotatoria, separandose un
producto de consistencia viscosa. El extracto crudo fue sometido a tratamiento con varias
porciones de hexano para eliminar grasas contenidas en el extracto y mejorar su
consistencia y aspecto fisico. El producto obtenido en esta etapa fue secado sobre silica
gel adsorbente. Finalmente se obtuvo un sélido seco que fue almacenado para ser
utilizado posteriormente.

5.5 Aspectos in vivo.

5.5.1 Aspectos éticos

El estudio se realiz6 bajo lo establecido en la guia para el cuidado y uso de animales de
laboratorio (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 2011) y las normas de
investigacion con animales: informes de experimentos in vivo (Kilkenny et al. 2010).

5.5.2 Animales experimentales.

Se utilizaron 40 ratones de la cepa Balb/c. Los animales tenian entre 6 y 7 semanas de
edad, con un peso promedio de 23 a 27 gramos.

Fueron mantenidos bajo condiciones controladas de temperatura (22 + 2 °C) y humedad
relativa (50—60 %), con un ciclo luz-oscuridad de 12 horas cada uno (Figura. 4). Antes de
cada ensayo, los ratones fueron evaluados clinicamente para garantizar su buen estado de
salud. Su alimentacidn consistio en una dieta estandar basada en concentrado peletizado
para roedores, con acceso libre a agua potable.
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Figura. 4 ratones experimentales

Fuente: Elaboracion propia (2025)

Se marc6 a cada uno de los animales en cada jaula de cada grupo con &cido picrico
(Figura.5), que colorea de amarillo el pelaje con la finalidad de una mejor identificacion
individual de la siguiente manera:

Ratén 1: Sin marca.

Ratén 2: Marca en cabeza.

Raton 3: Marca en espalda.

Rat6n 4: Marca en cola.

Raton 5: Marca en pata delantera derecha.

Figura. 5 Marcas de identificacion de los ratones experimentales

Fuente: Elaboracion propia (2025)
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5.6 Prueba de toxicidad de las hojas de Terminalia catappa.

Se llevo a cabo un estudio de toxicidad subaguda con una duracion de 28 dias, con el
objetivo de evaluar los posibles efectos adversos asociados a la administracion de una
Unica dosis oral alta (500 mg/kg de peso corporal) del extracto etanolico de hojas de
Terminalia catappa. Esta evaluacion se centré en identificar signos clinicos de toxicidad,
asi como alteraciones hematoldgicas, bioquimicas sanguineas y morfoldgicas en los
organos de los animales de experimentacion.

5.6.1 Administracién de sustancia.

Para la evaluacién toxicologica, se conformaron dos grupos, cada uno integrado por cinco
ratones previamente identificados. Al grupo tratamiento se le administrd la dosis Unica
mas alta del extracto etandlico de hojas de Terminalia catappa (500 mg/kg de peso
corporal), mientras que el grupo control recibié agua destilada, ambos por la misma via
de administracion.

La sustancia fue administrada por via oral, mediante el uso de una canula intragastrica,
sin necesidad de anestesiar a los animales (Figura. 6). El volumen administrado fue
ajustado en funcion del peso corporal de cada raton, siguiendo la relacion estandar de 1
ml por cada 100 gramos de peso.

Fuente: Elaboracion propia (2025)
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5.6.2 Examen clinico.

El examen clinico consistio en la verificacion de la apariencia del ratén, observando los
parametros siguientes: condicion del pelaje, alteraciones en la piel (enrojecimiento o
palidez evidente), apariencia de las membranas mucosas, secreciones oculares anormales,
salivacion, evaluacion de su reaccion a estimulos como tacto o ruido y actividad normal,
deshidratacion evidente y diarrea. Previa a la administracion diaria del extracto fueron
evaluados los parametros antes descritos para comprobar la evolucién de cada uno de los
individuos en estudio, garantizando su salud y su bienestar.

5.6.3 Observaciones clinicas y peso corporal.

Después de administrar las dosis a cada uno de los individuos se mantuvo una
observacién durante las primeras cuatro horas, especialmente durante los primeros 30
minutos; posteriormente se hicieron visitas a diario para observar los efectos de la dosis
hasta completar los 28 dias. Asi mismo, se registrd el peso corporal una vez por semana,
mientras que los pardmetros de toxicidad fueron reportados diariamente con base a la
descripcion de los signos que suelen presentarse.

5.6.4 Examenes hematoldgicos y quimica sanguinea.

Al finalizar los 28 dias de administracion se tomaron muestras sanguineas del plexo
ocular de cada uno de los animales para realizar los analisis de los examenes
hematoldgicos y de quimica sanguinea (bilirrubina y creatinina).

5.6.5 Sacrificio y Necropsias

Al finalizar el estudio de toxicidad, los animales fueron sacrificados por medio de la
técnica eutandsica de dislocacion cervical para posteriormente practicarles necropsia y
realizar la extraccion de los siguientes 6rganos: higado, corazén, pulmones, bazo,
rifiones, estbmago e intestinos los cuales fueron examinados de manera macroscopica.

También, se realizaron observaciones de apariencia, superficie (lisa, aspera, granular,
arrugada), consistencia (firme, quebradizo y esponjoso) y color (homogéneo, manchado),
su tamafio (cm) y su respectivo peso (g), con el fin de observar las posibles presencias o
ausencias de lesiones en ello. Todo ello fue registrado en la hoja de observaciones post
mortem.

5.7 Actividad hipoglucemiante.

1. Determinacion de peso corporal.

Se registro el peso corporal expresado en gramos de los diferentes grupos de ratones antes
de la induccion a la sobrecarga de glucosa, para ello se utilizé una balanza debidamente
calibrada.
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2. Determinacion de la glucemia.

Para la determinacion de los niveles de glucosa en sangre de los animales del ensayo
descrito a continuacidn se utilizé un kit comercial de tiras reactivas y glucémetro de la
marca Easy Touch. Las muestras de sangre se obtuvieron cortando la punta de la cola
hasta la obtencion de una gota homogeénea aplicada sobre la tira reactivas y que luego se
colocaron en el glucémetro para su medicion, los valores obtenidos se anotaron en una
hoja de datos.

Para este ensayo también se determind la glucemia basal con el objetivo de determinar el
estado normoglucémico de los animales antes de la realizacion de la prueba y poder
contar con un parametro de comparacion. Con este fin, se les privé de alimento y se les
colocd sobre una rejilla de piso metélica durante 12 horas de ayuno.

3. Induccion a la sobrecarga de glucosa.

Se utilizaron un total de 30 individuos, distribuidos en 6 grupos de 5 ratones cada uno,
consecuentemente se les suministraron los tratamientos de la siguiente manera: grupo 1
y 2: agua destilada; Grupo 3 (GLI): Glibenclamida a dosis de 20 mg/kg; grupos 4,5y 6
(Tratamientos): 150, 250 y 500 mg/kg. de la sustancia de ensayo (extracto etanolico)
respectivamente (Cuadro 2).

30 minutos después de administrado el tratamiento anterior, se les administr6 a todos los
grupos con excepcion del grupo 1, una solucion de glucosa en concentracion de 3500
mg/kg. Posteriormente se determiné los niveles de glucemia a los 30, 60 y 90 min.

Cuadro 2. Clasificacion de grupos segln sustancia de ensayo

Grupo | Tratamiento Sustancias de ensayo

Agua destilada

Agua destilada + Sobrecarga de glucosa (SCG)
Glibenclamida 20 mg/kg + SCG

Extracto etandlico 150 mg/kg + SCG

Extracto etandlico 250 mg/kg + SCG

Extracto etandlico 500 mg/kg + SCG
Fuente: Elaboracion propia (2005)
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5.8 Analisis Estadistico

Todos los datos obtenidos en las distintas pruebas biolégicas fueron sometidos a un
andlisis estadistico utilizando el software SPSS version 21.0. Previamente, se aplico una
prueba de normalidad para verificar la distribucion de los datos. Para la prueba de
hipdtesis, se empled un andlisis de varianza de una via (ANOVA), seguido de la prueba
post hoc de Tukey para realizar comparaciones multiples entre los grupos experimentales.

Se consideraron estadisticamente significativas aquellas diferencias entre grupos que

presentaron un valor de p < 0.05. Los resultados se expresaron como media £ error
estandar de la media (EEM).
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6. RESULTADOS

6.1. Toxicidad

Durante la administracion de la dosis alta del extracto no se observaron signos de
toxicidad como cambios en la apariencia del pelo, variaciones de peso, 0jos o trastornos
en la actividad motora. EI comportamiento fue normal observandose una buena respuesta
a los estimulos.

Los resultados del peso corporal mostraron, en general, un aumento a lo largo del estudio
(ver Cuadro 3). Esta tendencia constante se mantuvo durante todo el periodo de
investigacion. Al finalizar, el grupo tratamiento presentd un menor aumento porcentual
en peso corporal en comparacion con el grupo control. Especificamente, el grupo control
alcanz6 una ganancia de 33.32%, mientras que el grupo tratamiento aumenté solo un
21.3%.

Cuadro 3. Variacion de los valores promedios de peso corporal (g) en grupos experimentales

Grupo Inicio Final Aumento (%) P valor

Control 24.08 +1.42 28.93 +1.50 21.30 £ 4.19

Tratamiento 22.33+1.36 28.33+0.88 33.32+6.48 0.163

Nota: Media + Error Estandar de

la Media

g= gramos

Prueba T student para muestras independientes (* Valor de p < 0.05)

Examenes sanguineos

En el Cuadro 4 se presentan los resultados obtenidos de los analisis hematologicos
realizados en los grupos: Control agua destilada (C) y Tratamiento extracto etanolico de
las hojas de Terminalia catappa en dosis de 500 mg/kg (T) algunos parametros
hematoldgicos muestran diferencia significativa al comparar los dos grupos como en
Hematocrito (0.02), Plaquetas (0.01), Neutrofilos (0.00), Linfocitos (0.00) y Eosindéfilos
(0.00).
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Cuadro 4. Exdmenes hematoldgicos y quimica sanguinea en los ratones experimentales para el

estudio toxicoldgico de 28 dias

PARAMETRO GRUPO MEDIA + E.EM P VALOR
Globulos rojos Control 83.66 + 16.62 0.14
10e6/pL i
8 ( ML) Tratamiento 0400 + 20.28
=
8 Hematocrito Control 43.00 + 0.73 0.02*
2, % Tratamiento
o) (%) ! 800 + 1%
-
)
m
g Hemoglobina Control 16,57  + 0.71 0.23
Tratamien
©) (mg/dl) atamiento 16.20 + 1.22
Plaquetas Control 88.33 + 67.61 0.01*
= 10e3/uL i
8 - ( pL) Tratamiento 64.66 . 2728
<
< =
[
Gloébulos blancos Control 43.66 + 517.47 0.67
(10e3/pL) Tratamiento 0 0, 602.77
Neutrofilos Control 13.66 + 0.88 0.00*
1 L Tratamiento
(10e3/uL) 6300 + 252
3
E Linfocitos Control 81.66 + 0.88 0.00*
Tratamiento
5 (10e3/uL) 3133 + 219
)
(7]
o
5 Monocitos Control 2.70 + 0.35 0.72
m .
. 10e3/uL Tratamiento
Q (10e3/uL) 233+ 088
)
Eosinofilos Control 2.23 + 0.09 0.00*
10e3/uL Tratamiento
( L) 3.33 , 0086
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Creatinina mg/dL

Bilirrubina pmol/L

BIOQUIMICAS

Nota: E.E.M Error Estandar de la Media
Prueba T student para muestras independientes, * Valor de p < 0.05

Control
Tratamiento

Control
Tratamiento

2.36
0.49
2.36
0.35

[+ [+ I+

[+

0.75
0.06
0.47
0.03

0.23

0.05

En cuanto a la Bioquimica sanguinea los resultados de Creatinina (0.23) y Bilirrubina
(0.05) no presentaron diferencias significativas entre el grupo control comparado y el

tratamiento.

Peso de 6rganos.

Al realizar la necropsia no se encontraron alteraciones macroscépicas en los 6rganos
(corazdn, higado, estomago entre otros) excepto en los pulmones, el grupo tratamiento
tenia una apariencia similar a las del grupo control en cuanto a superficie, consistencia,
color, tamafio y peso. Respecto a los pesos de drganos se reportaron diferencias
estadisticamente significativas tnicamente en los pulmones (0.01) (Cuadro 5).

Cuadro 5. Valores promedio de los pesos de 6rganos en gramos de los ratones experimentales
en prueba toxicoldgica de 28 dias

Organo Grupos Media +* E.EM  Sig.
. Control 166 = 0.18
Higado Tratamiento 221 + 0.38 0.21
017 =+ 0.01
Corazoén Cont_rol 0.19
Tratamiento 0.15 + 0.01
016 =+ 0.02
Pulmones Cont_rol 0.01*
Tratamiento 0.30 + 0.03
012 + 0.13
Bazo Control 0.11
Tratamiento 0.18 + 037
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0.23 0.02
RifAién derecho Cont_rol 0.43
Tratamiento 0.26 + 0.03
N . | 021 + 0.03
Rifion izquierdo CO”tTO 0.46
Tratamiento 0.23 + 0.01
, Control 0.74 + 0.18
Estomago on .ro 0.84
Tratamiento 0.69 + 0.11
1.28 + 0.04
Intestino Delgado Cont_rol 0.17
Tratamiento 1.59 + 0.22
. Control 029 = 0.07 0.47
Intestino Grueso ]
Tratamiento 0.90 + 0.14

Nota: E.E.M Error Estadndar de la Media
Prueba T student para muestras independientes, * Valor de p < 0.05

2. Actividad hipoglucemiante.

En el Cuadro 6 y Figura 5 se presentan los resultados de la actividad hipoglucemiante; en
primer lugar, se puede observar que las medias basales posterior al periodo de ayuno
oscilan entre 78.2 a 92 mg/dl., apreciandose que no existen diferencias significativas entre
los grupos experimentales.

Treinta minutos después de la administracion de la glucosa, se realizaron nuevas tomas
de sangre para medir los niveles de glucosa. En el grupo que no recibid sobrecarga de
glucosa (grupo normoglucémico), la glucosa presentd una media de 120 mg/dL,
manteniéndose estable. En cambio, en los demas grupos que si recibieron la sobrecarga,
los niveles de glucosa aumentaron significativamente, presentando las siguientes medias:
grupo control con agua destilada y glucosa (244.17 mg/dL), grupo tratado con
Glibenclamida (238.17 mg/dL), extracto etandlico a 150 mg/kg (258.6 mg/dL), 250
mg/kg (289.60 mg/dL) y 500 mg/kg (250.6 mg/dL). Estos valores mostraron diferencias
significativas con respecto al grupo normoglucemico.

Sesenta minutos después de la administracion de la sobrecarga de glucosa se realizo otra
vez la evaluacion de la sangre, obteniéndose los siguientes valores: el grupo que no se le
administro sobrecarga de glucosa la media fue de 102 mg/dL, mientras que los grupos
gue contenian; agua destilada y glucosa (198.27 mg/dL), Glibenclamida (136.17 mg/dL),
y los extracto de 150, 250 y 500 mg/kg (189.6, 191.6 y 220.4 mg/dL) respectivamente.
Se puede observar en este tiempo que el grupo administrado con Glibenclamida comenzé
a disminuir considerablemente los niveles de glucosa.
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A los noventa minutos después de la administracion de la sobrecarga de glucosa, se
tomaron nuevamente muestras de sangre para medir los niveles de glucosa en los ratones.
El grupo sin sobrecarga mostré una media de 114.33 mg/dL, mientras que el grupo
tratado con glucosa y agua destilada presentd una media de 153.67 mg/dL. El grupo
administrado con glucosa y Glibenclamida mostré una reduccion significativa en sus
niveles, con un promedio de 95.67 mg/dL, siendo el nivel mé&s bajo registrado entre todos
los grupos.

Por otra parte, los grupos tratados con extracto etanolico en dosis de 150, 250 y 500
mg/kg presentaron valores promedio de 156.8, 132.4 y 142.2 mg/dL, respectivamente.
Aunque el grupo con la dosis de 250 mg/kg mostro el valor mas bajo entre los extractos,
para determinar si existe una tendencia real a la reduccién de glucosa, seria necesario
realizar un andlisis comparativo entre esta medicion y la anterior, asi como evaluar la
significancia estadistica de las diferencias observadas.

Un analisis mas completo que considere el descenso relativo de glucosa entre las
mediciones a los 30 y 90 minutos podria proporcionar una mejor comprension del efecto
del extracto en cada dosis.

Cuadro 6. Valores promedio de glucosa en la prueba de sobrecarga en los grupos experimentales
y el tiempo del efecto glucemiante en los ratones experimentales

BASAL 30 MIN. 60 MIN. 90 MIN.
GRUPO Media+ error Media+ error de Media+ error de Media+ error de
de media media media media
(Valor de P) (Valor de P) (Valor de P) (Valor de P)
H20 d(a)
blanco 84.83+ 5.25 120.00+9.50 102.00+7.87 92.33+7.51
(1.00) (0.00) * (0.01) * (0.06)
H20 +SCG | 87.00+4.87  244.17+6.30 = 198.27+6.30 = 153.67+5.43
GLI+3CG | 89.67+4.41  238.17+13.38 136.17+13.38 = 95.67+5.98
(Control +) (0.99) (1.00) (0.04)* (0.02)*
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EETc_150

(0.99) (0.98) (0.99) (1.00)
EETc 250
mglkg £ SCG  7820£7.70  280.60+17.52  191.60+17.52  132.40+9.19
(0.98) (0.29) (1.00) (0.65)

EETc 500

(0.95) (1.00) (0.89) (0.96)

mg/kg + SCG 92.00+5.40  258.60+26.37 = 189.60+26.37 & 156.80+14.40

mg/kg + SCG 80.20+5.88 = 250.60+12.54  220.40+12.54 @ 142.20+15.27

Nota: SCG: Sobrecarga de Glucosa (3500 mg/kg de peso corporal), GLI: Glibenclamida (20 mg/kg de

peso corporal), EETc: Extracto Etanélico de T. catappa Prueba de ANOVA/ Tukey *p<0.05
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Glucemia en ratones experimentales

350
300

250

N
o
o

medias mg/DL
=
(0]
o

100 T=C——==

50

BASAL 30 MINUTOS 60 MINUTOS 90 MINUTOS

Tiempos

—=@=H20 d(a) =@=H20 + SCG =@==GLI| + SCG
EETc_150 mg/kg + SCG ==@=EETc_250 mg/kg + SCG ==@==EETc_500 mg/kg + SCG

Figura. 7 prueba efecto hipoglicemiante de T. catappa.

Nota: H20 d(a): (agua destilada), Agua + SCG: (Agua destilada y Sobrecarga de Glucosa), Gli + SCG:
(Glibenclamida y Sobrecarga de Glucosa), EETc _150 mg/kg + SCG: (Extracto Etandlico de T. catappa
y Sobrecarga de Glucosa), EETc _250 mg/kg + SCG: (Extracto Etandlico de T. catappa y sobrecarga de
glucosa), EETc 500 mg/kg + SCG:( Extracto Etandlico de T. catappa y sobrecarga de glucosa).
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7. DISCUSION

Tomando en consideracion la composicién fitoquimica de Terminalia catappa reportada
en otros estudios, se puede considerar a dicha planta como un potencial recurso para la
salud, siendo de gran valor etnobotanico, farmacologico y para la industria. En el estudio
realizado por Gutiérrez & Herrera (2022) a partir de la caracterizacion fitoquimica
cualitativa de las diferentes partes de T. catappa se logré identificar los tres grandes
grupos de compuestos secundarios de la planta, donde sobresalen con mayor frecuencia
los compuestos nitrogenados (alcaloides) y compuestos fendlicos (taninos y flavonoides),
en ese sentido, en este estudio se verificd con diferentes pruebas si dicha planta posee un
efecto hipoglucemiante. No sin antes realizar un estudio de toxicidad por 28 dias para
asegurar que no existan efectos secundarios.

Segun Zeinsteger et al. (2003), los principales sintomas de toxicidad se caracterizan por
una locomocion errénea, convulsiones, actitudes anormales o la muerte, observados en
animales de experimentacion expuestos a compuestos potencialmente toxicos bajo
condiciones controladas de laboratorio. Estos efectos fueron reportados especificamente
en modelos murinos (ratones) utilizados para estudios toxicoldgicos agudos, donde se
evaluaban los efectos adversos tras la administracion de diferentes sustancias quimicas o
extractos en dosis elevadas.

De acuerdo con este marco de referencia, en la presente investigacion los resultados de
los exdmenes clinicos relacionados con la toxicidad del extracto de hojas de Terminalia
catappa muestran que, incluso a una dosis alta de 500 mg/kg, los ratones de
experimentacion no presentaron alteraciones visibles. No se observaron cambios en su
apariencia general, como pérdida de pelaje, enrojecimiento o palidez de la piel,
secreciones anormales en 0jos 0 mucosas, ni alteraciones en la reaccién a estimulos. Por
lo tanto, las observaciones realizadas permiten concluir que ninguno de los animales en
experimentacion presentd sintomas de toxicidad asociados a la administracion del
extracto.

Infante et al. (1998), mencionan que después de la inoculacién de sustancias toxicas se
producen pérdidas de peso con relacion al grado de toxicidad, esto en consecuencia de la
movilizacién de las reservas energéticas del individuo para enfrentar la actividad
metabolica incrementada que acompana los procesos de detoxificacion. Tomando en
cuenta lo anterior y al analizar los resultados obtenidos del peso corporal de los ratones
experimentales se comprobd que no existen diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo control y el grupo tratamiento, puesto que la tendencia al aumento del peso
corporal fue constante durante el estudio. Con respecto a la ganancia de peso observada
en el grupo tratamiento, Acufia et al. (2005) sugieren que esta podria estar relacionada
con la presencia de diversas sustancias quimicas en las plantas, tales como alcaloides,
esteroides, taninos, glucésidos, alcoholes y quinonas, de los cuales T. catappa posee

37



alcaloides y taninos de manera abundante en las hojas como lo indican Gutiérrez &
Herrera (2022) quienes en su estudio expanden informacion fitoquimica preliminar.
Mientras que Pordomingo et al. (2003), también mencionan que los taninos son
sustancias que estimulan el aumento de peso, asi como también Leon et. al. (1999), en un
estudio toxicolégico agudo oral de Eucalyptus saligna mencionan que el aumento de peso
en los animales del grupo tratamiento de dicha investigacion puede relacionarse con las
sustancias quimicas de la planta. Por lo que se podria considerar que estas pueden ser
algunas de las razones por las que el grupo tratamiento logré6 mayor aumento de peso
respecto al grupo control en esta investigacion.

Morales (2018), considera que el hemograma es el procedimiento mas comun a nivel de
laboratorio con requerimientos minimos de equipo y de mayor importancia, ya que la
informacidn obtenida proporciona una idea muy confiable del estado general de la salud
del animal, al mismo tiempo es indicativo del alcance y profundidad de un dafio. Ademas,
los resultados alcanzados pueden ser correlacionados con los posibles dafios sobre un
organo en especifico. Dentro de los indicadores hematoldgicos analizados se observaron
diferencias significativas en los valores de hematocrito, plaquetas, neutrofilos, linfocitos
y eosindfilos al comparar ambos grupos. Estos resultados tienen similitud al estudio
realizado por lIsaza et al. (2005), quienes mencionan que el hematocrito en todas la
mediciones realizadas se encontrd un poco por encima del valor normal de referencia, lo
cual puede ser atribuido al malestar que se ocasiona a los animales al suministrarles el
extracto y el agua destilada, con la consecuente liberacion de corticosteroides que
provocan contraccién esplénica y aumento leve del hematocrito, también afirman que las
variaciones en los indicadores hematoldgicos pueden deberse a estrés, que puede
obedecer a causas fisicas, emocionales o inducidas por otros factores, estrés, cambio
hormonales, la edad entre otros.

En los valores de la quimica sanguinea donde se evaluaron los parametros bilirrubina y
creatinina no se encontraron diferencias significativas entre el grupo control y el grupo
tratamiento. Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos por Leal (2020), quien
obtuvo datos que estan dentro de los rangos normales de los perfiles bioguimicos,
indicando que los animales del estudio no presentaron desérdenes hepaticos y tampoco
renales que afecten estos perfiles bioquimicos.

Para el ensayo de toxicidad también se analizaron los indices de peso relativo de los
diferentes drganos entre los que se evaluaron estaban: higado, corazén, pulmones, bazo,
rifiones, estdmago, intestinos, donde Unicamente se encontraron diferencias significativas
en los pulmones, donde se observa un cambio en el tamafio comparado con el grupo
control. Lopez (2004), menciona que el estrés es uno de los factores externos mas
frecuentes que inhiben los mecanismos de defensa en los pulmones, por lo tanto, se
considera que un aumento en el peso de este érgano pudo haber sido provocado por el
estrés causado en la manipulacion.
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Segun Yusuf et. al (2021), el mecanismo de accion de los antioxidantes es similar al de
la insulina en los tejidos periféricos, mediante la estimulacion del proceso de
regeneracion o la liberacion de la sintesis de insulina pancreatica a partir de las células
existentes. Esto aumenta la tasa de eliminacion de glucosa de la circulacion al aumentar
la filtracion y la excrecion renal, y mejora el metabolismo y la integracion de los
depositos de grasa, un proceso que implica la sintesis de insulina por el pancreas. Varias
investigaciones han demostrado que los fitoquimicos tienen el potencial de disminuir los
niveles de glucosa en sangre, se han utilizado ampliamente en el tratamiento de la
diabetes mellitus. En uno de estos estudios, se reiter6 que las plantas medicinales
desempefian un papel fundamental en los sectores de la salud a través del manejo de
diferentes enfermedades infecciosas debido a sus amplias fuentes de fitoquimicos
bioactivos.

Para estudiar el efecto hipoglucemiante del extracto etandlico de las hojas de T. catappa
se siguio un modelo con animales hiperglucémicos a diferencia de la mayoria de estudios
donde se utilizan reactivos como; el Aloxano o la Estreptozotocina que suelen causar un
dafio en el pancreas para provocar un modelo animal con diabetes, en esta oportunidad
se realizé un ensayo de sobrecarga de glucosa para elevar los niveles de azucar en la
sangre sin causar dafios al organismo y permitir de cierto modo evaluar la actividad
hipoglucemiante de cada uno de los tratamientos administrados, con el fin de observar
los cambios en la glucemia a lo largo del ensayo. Gémez (2013), en su investigacion
también realizé un ensayo sobre el efecto ante una sobrecarga de glucosa, donde una hora
después de administrado el tratamiento se les proporciond una solucion de glucosa y
luego se determinaron los niveles de glucemia a los 30, 60 y 120 min. Este método fue
usado por Hernandez (2015), donde se siguié un esquema de induccion de hiperglucemia
con la aplicacion subcutanea de glucosa al inicio del ensayo y a los 60 minutos y también
fue usado por Avendafio (2010) quien realiz6 el ensayo en roedores de laboratorio con
hiperglucemia transitoria que consistié en administrar una sobrecarga de glucosa después
de la administracion de los tratamientos con el fin de evaluar el comportamiento de los
mismos dentro de un periodo de tiempo de aproximadamente 4 horas.

El extracto y las fracciones de hojas de Terminalia catappa pueden reducir el nivel
elevado de glucosa en sangre de una manera significativa. Esta capacidad posiblemente
se deba a la presencia de fitoquimicos antioxidantes. Los compuestos presentes en las
hojas de Terminalia catappa son fundamentalmente taninos hidrolizables como:
punicalagina, punicalina, acido chebulagico y otros Hernandez et al. (2003) que actuan
como captadores de radicales libres.

En latoma de las muestras basales de la glucosa evaluadas en los ratones no hubo cambios
significativos debido a que previo a esto no se les administrd ninguna sustancia, ya que
todos fueron sometidos a 12 horas de ayuno, esto similar a la investigacion realizada por
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Gomez (2013), quien sometid a los ratones a 10 horas de ayuno y posterior a eso se
determind el valor basal de la glucemia obteniendo resultados similares.

En la segunda toma de muestra, realizada 30 minutos después de la administracion de la
glucosa, los valores obtenidos evidenciaron un aumento en los niveles de glucemia en
todos los grupos experimentales: glucosa, glibenclamida, extracto a 150 mg/kg, extracto
a 250 mg/kg y extracto a 500 mg/kg. La Unica excepcion fue el grupo al cual no se le
administro la sobrecarga de glucosa, el cual no presentd dicho aumento. Las diferencias
entre este grupo y los demas fueron estadisticamente significativas.

Los resultados obtenidos muestran cierta similitud con los reportados por Gomez (2013),
quien atribuye el incremento de la glucemia, posterior a la administracion oral de glucosa,
a la respuesta fisiol6gica normal del organismo ante la sobrecarga de carbohidratos,
especialmente en ausencia de agentes hipoglucemiantes de accion inmediata. Segun este
autor, esta respuesta es esperada en estudios de tolerancia a la glucosa, y sirve como punto
de comparacion para evaluar el efecto de distintos tratamientos sobre el metabolismo de
la glucosa.

Pasados los 60 minutos los datos mostraron diferencias estadisticamente significativas
respecto al grupo tratado con Glibenclamida, ya que los valores de glucemia comenzaron
a reducir en este grupo, mientras que para el grupo tratado con agua destilada y los grupos
suministrados con la sustancia de ensayo siguieron manteniendo hiperglucemia. Durante
este periodo se identificaron diversos factores que pudieron alterar los mecanismos de
regulacion de la glucosa. Uno de los mas relevantes fue el estrés, cuya relacion con el
control metabolico y las variaciones en los niveles de glucosa ha sido ampliamente
estudiada, encontrandose una asociacion significativa entre ambos, como sefialan Peyrot
etal. (1999). En este sentido, la manipulacion de los animales durante la toma de muestras
probablemente genero6 un episodio de estrés agudo, lo que pudo haber desencadenado un
aumento transitorio en los niveles de glucosa. Un factor por el cual el extracto de la hoja
no presentd un comportamiento similar al grupo tratado con Glibenclamida puede ser por
los compuestos activos del extracto que pueden degradarse en el sistema digestivo antes
de llegar a la sangre o a diferencia de la insulina o los medicamentos hipoglucemiantes
(como la metformina), los extractos de hojas suelen actuar de manera mas lenta e
impredecible.

La insulina es una hormona clave en la regulacion del metabolismo, actuando en varios
organos para facilitar el almacenamiento y uso de la glucosa. Su accion principal ocurre
en el higado de la siguiente manera: Inhibe la gluconeogénesis (produccion de glucosa),
luego estimula la glucogénesis (almacenamiento de glucosa en forma de glucégeno), para
de nuevo promover la sintesis de lipidos y proteinas, reduciendo la liberacion de glucosa
al torrente sanguineo y favorece su almacenamiento o uso por las células, manteniendo
el equilibrio energeético del cuerpo la insulina actda principalmente activando su receptor

40



en lamembrana celular, lo que desencadena sefiales intracelulares que facilitan la entrada
de glucosa, su almacenamiento y el equilibrio metabdlico del cuerpo.

El mecanismo de accién de la insulina es un proceso complejo que permite la captacion
y utilizacion de la glucosa en diferentes tejidos del cuerpo. La insulina se libera por el
pancreas en respuesta a la presencia de glucosa en la sangre luego se une a los receptores
de insulina en las células musculares y adiposas, este receptor es una tirosina quinasa,
que se activa al unirse la insulina luego se da la activacion de vias de sefializacion
intracelular, después la insulina facilita la absorcion de la glucosa, inhibe la produccién
hepatica de esta, luego estimula la conversién de glucosa en glucdgeno en los hepatocitos
y miocitos.

También estos resultados se pueden atribuir a que el farmaco Glibenclamida posee un
mecanismo de accion directo sobre células beta funcionales provocando la estimulacion
de la produccion de la insulina por medio del bloqueo de canales de potasio sensibles a
ATP (Katp), ademas de una disminucion en la glucogenolisis hepatica como lo describen
Schmitz et al. (2003), produciendo una reduccién considerable en los niveles de glucosa.

Ademas de lo anterior y tomando en cuenta que el organismo de los animales ha
desarrollado una serie de mecanismos homeostaticos que le permiten tener los valores de
concentracion de glucosa en sangre en un margen fisiologico estable donde participan
algunos 6rganos como el higado, pancreas, tejido muscular entre otros (Obradors &
Palacios 2005), los datos muestran que el efecto del extracto de T. catappa en las
diferentes concentraciones no lograron una estimulacion a nivel pancreético de las células
beta para la produccidn de insulina, ni efecto sobre la capacidad de estos tejidos para una
mayor captacion de glucosa y tampoco detiene la produccién de glucosa en el higado.

Transcurridos 90 minutos de iniciada la prueba, el grupo al que se le administré glucosa
junto con glibenclamida logré una reduccion significativa de los niveles de glucemia,
restableciendo los valores a su estado basal. En contraste, los demas grupos
experimentales mantuvieron niveles elevados de glucosa en sangre durante el transcurso
del experimento. Unicamente en el grupo tratado con una concentracion de 250 mg/kg
del extracto etandlico de Terminalia catappa se observd una ligera disminucién de la
glucemia, lo que podria haber sugerido cierta similitud con el grupo control. Sin embargo,
los andlisis estadisticos revelaron diferencias significativas entre ambos grupos,
descartando dicha posibilidad.

Estos resultados confirman que el grupo tratado con glibenclamida presentd una
disminucion marcada en los niveles de glucemia a partir de los 60 minutos, lo cual
respalda su eficacia farmacologica, tal como ha sido reportado por Rebatta (2021).

A partir de la interpretacion de los datos, se concluye cientificamente que el extracto

etanolico de Terminalia catappa no presento una actividad hipoglucemiante significativa
en ninguna de las concentraciones utilizadas. No se evidencié una disminucion
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estadisticamente relevante en los niveles de glucosa en comparacién con el grupo control.
Estos hallazgos sugieren que, bajo las condiciones experimentales empleadas, el extracto
no ejerce un efecto reductor sobre la glucemia.
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8. CONCLUSIONES

La sobrecarga de glucosa en ratones es un modelo experimental ampliamente utilizado
para estudiar las bases fisiopatologicas de la diabetes tipo 2 y otros trastornos metabdlicos.
A pesar de sus limitaciones, este modelo ha sido fundamental para la identificacion de
mecanismos moleculares, el desarrollo de nuevos farmacos y la evaluacion de estrategias
preventivas y terapéuticas. A medida que la investigacion biomédica progresa, el uso de
modelos de sobrecarga de glucosa seguird siendo esencial para profundizar en la
comprension y tratamiento de enfermedades metabdlicas en humanos.

En el presente estudio, la evaluacién de toxicidad por dosis repetida durante 28 dias del
extracto etandlico de Terminalia catappa, administrado por via oral en ratones, no mostré
signos evidentes de toxicidad ni alteraciones significativas en el peso corporal. En
términos generales, los érganos analizados presentaron caracteristicas macroscopicas
similares entre los grupos evaluados, en cuanto a color, tamafio, consistencia, peso y
superficie, con excepcion de los pulmones, que mostraron una ligera variacion que
requiere analisis complementario.

Por otro lado, los resultados obtenidos indican que el extracto etandlico de las hojas de
Terminalia catappa no produjo un efecto hipoglucemiante significativo en los ratones de
experimentacion. No obstante, se recomienda realizar investigaciones adicionales que
incluyan modelos méas especificos y sensibles para la induccion de diabetes, como
aquellos basados en aloxano o estreptozotocina (STZ), con el fin de evaluar de manera
mas precisa la posible actividad hipoglucemiante y dilucidar los mecanismos de accion
involucrados.
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RECOMENDACIONES

Realizar futuros estudios empleando modelos de diabetes inducida méas precisos,
como los basados en Aloxano o estreptozotocina (STZ), con el fin de obtener
resultados mas representativos sobre la actividad hipoglucemiante de Terminalia
catappa.

Incorporar analisis histopatoldgicos en investigaciones posteriores, con el
objetivo de evaluar posibles dafios celulares en drganos especificos tras la
administracion del extracto.

Realizar estudios fitoquimicos tanto cualitativos como cuantitativos que permitan
identificar y caracterizar los metabolitos presentes en Terminalia catappa, con el
objetivo de establecer una relacion entre su composicién quimica y su actividad
bioldgica

Se propone que futuras investigaciones evaltuen otros tipos de extractos de
Terminalia catappa para comparar su actividad bioldgica y perfil fitoquimico.
Esto permitiria determinar qué extracto concentra mejor los compuestos
responsables de la accion hipoglucemiante y optimizar el aprovechamiento
terapéutico de la planta
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ANEXOS

Anexo 1.
Formato de registro semanal de peso corporal en estudio de toxicidad de 28 dias

Fuente: Procedimiento Normalizado de Trabajo. PROC-NT-018. 2010. Efecto Hipoglucemiante Laboratorio de Experimentacion Animal CENSALUD

LABORATORIO DE EXPERIMENTACION ANIMAL
CENTRO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO EN SALUD
UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR HOJA DE REGISTRO DE PESO CORPORAL

DESCRIPCION GENERAL

SUSTANCIA DE ENSAYO: CONCENTRACION O DOSIS ViA DE ADMINISTRACION:
ESPECIE: CEPA: FECHA DE INICIO:
GRUPO ANIMAL PESO INICIAL SEM 1 SEM 2 SEM 3 SEM 4 PESO FINAL AUMENTO
PORCENTUAL
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Anexo 2.
Formato para la medicion de tamafio y caracteristicas de la superficie de 6rganos

Fuente: Procedimiento Normalizado de Trabajo. PROC-NT-018. 2010. Efecto Hipoglucemiante Laboratorio de Experimentacicn Animal CEMSALUD
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Anexo 3. Formato de medicién individual de la actividad hipoglucemiante en distintos intervalos de tiempo

Fuente: Procedimiento Normalizado de Trabajo. PROC-NT-018. 2010. Efecto Hipoglucemiante Laboratorio de Experimentacion Animal CENSALUD
LABORATORIO DE EXPERIMENTACION ANIMAL
CENTRO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO EN SALUD UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR

HOJA DE DATOS SOBRECARGA DE GLUCOSA

DESCRIPCION GENERAL
SUSTANCIA DE ENSAYO: VIA DE ADMINISTRACION:
N2 DEL/LOS ANIMALES(ES): SEXO: ESPECIE: CEPA: EDAD: FECHA: / /.
CONCENTRACION O DOSIS: CONTROL 1 [1]: CONTROL 2[2]: PATRON [3]: TRATAMIENTOL [&]: TRATAMIENTO 2 [5]: TRATAMIENTO 3 [6]:
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@] [se] [%
v ; Toma de valores de Toma de valores de Toma de valores de
G 1 Ident. % m Glucemia a 3 Ident. ValorGlu | Glucemia & g ident. ValorGl | Glucemia
R Animal ;eam . 90 el s Animal | cem 90 ol Animal |ucem 90
o9 30 Min| 60 Min . Basal 30 Min | 60 Min & Basal 30 Min | 60 Min :
Min Min Min
Al Al Al
A2 A2 A2
Control 1 A3 Patron A3 Tratamient 2 | A3
As Al Al
AS AS AS
AB AB AB
Grupo 2 Grupo 4 Grupo 6
Al Al Al
A2 A2 A2
A3 Tratamiento | A3 Tratamiento | A3
Control 2
A 1 AS 3 A
AS AS AS
AB AB AB

52



Anexo 4.
Disefio experimental para determinacion de glucemia
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Anexo 5.
Disefio experimental de la prueba toxicoldgico
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