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RESUMEN

Un extracto acuoso del arilo del ackee (Blighia sapida) fue estudiado para probar
su efecto hipoglucemiante en biomodelos con diabetes inducida. Se realizaron
5 tratamientos con diferentes concentraciones del extracto, aplicados a ratones
balb/c; 4 tratamientos a animales con diabetes inducida (3 con concentraciones
del extracto de 50%, 30% 10% y 1 con insulina) y 1 con concentracion de 50% a
ratones sin diabetes. Se aplicaron por via oral durante un periodo de 10 semanas,
tiempo durante el cual, se obtuvieron datos de nivel de glucosa y peso. Para el
analisis estadistico se utilizo SPSS version 19; Tukey para el analisis post-varianza,
determinandose que los 4 primeros tratamientos producen Similar efecto en la
disminucion de glucosa en sangre,indicando que el efecto de los tratamientos con
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ackee es comparable con el que produce la insulina. Con la aplicacion del
extracto se logro reducir el nivel de glucosa, en biomodelos, desde valores
de 200 mg/dL hasta 95 mg/dL. Con respecto a la variacion del peso, la
aplicacion de los tratamientos no influyo significativamente en el peso de los
biomodelos; no fueron privados de alimento y el ackee, y en alguna medida
el extracto, es fuente de proteina, carbohidratos y grasa.

ABSTRACT

An aqueous extract of the aril of ackee (Blighia sapida) is designed to
test their blood glucose lowering effect in mice with induced diabetes.
5 treatments were performed with different concentrations of the extract
applied to balb / ¢ mice, 4 treatments to animals with induced diabetes
(3 concentrations of the extract of 50%, 30% and a 10% insulin) and a
concentration of 50% with mice without diabetes. Were applied orally for a
period of 10 weeks, during which time data were obtained from glucose and
weight. For statistical analysis we used SPSS version 19; Tukey post-variance
analysis, and demonstrate that the first 4 treatments produced similar effect
in lowering blood glucose, indicating that the effect of treatment with ackee
iS comparable to that produces insulin. With the application of the extract
was able to reduce the glucose level from values of 200 mg / dL to 95 mg
/ dL. With respect to weight changes, the application of the treatments did
not significantly influence the weight of biomodels, because they were not
deprived of food and ackee, and some extent the extract is a source of
protein, carbohydrates and fat.

RESUMO

Umextrato aquosodo arilodeackee (Blighia sapida) € projetado para testaro
seu efeitode glicose no sanguereduzindoem ratos comdiabetesinduzida.5
tratamentosforam realizados comdiferentes concentragoes doextractoaplicados
aratinhos Balb/c, 4 tratamentosparaanimais comdiabetes induzida
por(3concentragdes do extractode 50%, 30% e um10%de insulina) e
umaconcentragdo de 50% com ratos semdiabetes. Foram aplicadospor
via oral paraumperiodo de 10semanas, durante o qual 0os dados de
tempoforam obtidosa partir da glucosee do peso.Para a analiseestatistica
foi utilizadoSPSS versdo19; Tukeyanalise post-variancia, e demonstram
queos primeiros 4tratamentosproduzidoefeito semelhantena redugdoda
glucoseno sangue, indicando que o efeito do tratamento comackeeé
comparavel aproduzinsulina.Com a aplicagdodo extractofoi capaz de
reduziro nivel de glicosea partir de valoresde 200 mg/dLa 95mg /
dL.No que diz respeitoas alteragéesde peso,a aplicagdo dostratamentos
ndoinfluenciam significativamenteo peso dobiomodelos, porque nao
foramprivados de alimentos eackee, e até certo pontoo extractoé uma fonte
deproteinas,hidratos de carbonoe gordura.
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INTRODUCCION Figura 1. Frutos del ackee

La diabetes es una enfermedad progresiva; es el
resultado de la incapacidad del cuerpo para producir
insulina o usar la insulina en todo su potencial, y se
caracteriza por altos niveles de glucosa circulante. Esta
enfermedad ha alcanzado proporciones epidémicas y
se ha convertido en uno de los problemas de salud mas
desafiantes del siglo XXI [1].

La Asociacion Colombiana de Diabetes reporta que
actualmente, casi 1 millon y medio de personas en el
pais estan siendo afectadas por esta enfermedad que es
considerada como un desorden metabolico caracterizado
por hiperglicemia y alteraciones en el metabolismo de
carbohidratos, grasas y proteinas y puede lesionar casi
todos los drganos del cuerpo.

En Colombia, las estadisticas muestran la diabetes
como la décima causa de mortalidad, con una tasa
de 2,3 por cada 100.000 habitantes [2].

Los medicamentos convencionales utilizados para el
control de la diabetes, generalmente son costosos,
y producen en algunos casos efectos secundarios
adversos, es por esto que el uso de productos
naturales ha tomado gran importancia a nivel
mundial y se hace indispensable buscar alternativas
de productos extraidos de plantas, que presenten
actividad hipoglucemiante [3].

Las plantas, especialmente en paises del tercer
mundo, han sido usadas en la medicina tradicional
para el tratamiento de la diabetes, y se han encontrado
en ellas constituyentes activos que podrian ser
una fuente potencial para la obtencion de drogas
antidiabéticas [4, 5].

El arbol de ackee fue introducido en Jamaica en 1793
por el capitan Bligh para alimentar a los esclavos
procedentes del continente africano, de alli fue llevado,
hacia el afno 1900, a Haiti, Bahamas y otras regiones
como Surinam, Venezuela, Costa Rica, Guatemala,
Colombia, Ecuador, Brasil; desde 1919 se encuentran
arboles en el sur de la Florida, India y Filipinas [6].

El ackee pertenece taxonomicamente a la familia de
las sapindaceas, se conoce con diversos nombres,

tales como “Arbre a fricasser” en Haiti, “yeux de
crabe” o “ris de veau” en Martinica, “fruto de huevo”
0 “huevo vegetal” en Panama y Guatemala, “arbol de
seso” en Cuba, “bien me sabe” 0 “pan y quesito” en
Colombia, “arbol del huevo” o “pera roja” en México,
“aki” en Costa Rica, “akie” en Surinam, “merey del
diablo” en Venezuela [6]. Se caracteriza por una gran
adaptabilidad a diversas condiciones medioambientales
[7]. En Jamaica, florece y produce frutos durante todo el
ano[8], sin embargo, en otros Paises como Colombia,
se producen frutos en diferentes épocas, generalmente
en dos cosechas, una de Febrero a Abril y otra de Julio
a Septiembre. En la figura 1se presentan los frutos de
arboles de ackee, maduros pero no aptos para consumo
ya que no han abierto espontaneamente.

En Colombia su cultivo es aislado y se usa como arbol
ornamental, encontrandose habitualmente en la zona
bananera, el eje cafetero y el Valle del Cauca [9].

En Jamaica es comun el consumo de este futo,
especialmente en la poblacion de bajo estrato socio-
economico, particularmente en jovenes y nifnos.

La manifestacion somatica del efecto toxico del fruto
del ackee llamada vomito jamaiquino fue observada por
primera vez hacia el afio 1875, sin embargo solo fue
documentada en el afo 1904.

En investigaciones posteriores realizadas por Jordan
and Burrows (1937), se encontrd que el material toxico
era soluble en agua y provenia de las semillas y el
arilodel fruto. Hass et al., en 1954 aislaron por primera
vez dos compuestos toxicos en su forma cristalina
a partir de estos materiales vegetales, a los cuales
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Figura 2. Estructura molecular de la hipoglicina A
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Figura 3. Estructura molecular de la hipoglicina B

Fuente. [11]

llamaron Hipoglicina A e Hipoglicina B, ambos con
altopoder hipoglucimiante [10].

Las hipoglicinas tienen un alto efecto hipoglucemiante
[11] que pueden producir coma e incluso la muerte.
En las figuras 2 y 3 se presentan las estructuras
moleculares de las hipoglicinas A y B. La hipoglicina A
(acido L- «-amino-B-metilenciclopropil propionico) mas
no la hipoglicina B (y-glutamilhipoglicina) se encuentra
en el arilo del fruto. El nivel de hipoglicina A es elevado
en el fruto inmaduro alcanzando 100— 111 mg HGA/100
gfruta, mientras que en el fruto maduro es de menos de
10 mg HGA/100gfruta. [12,13]

La hipoglicina A es metabolizada por medio de
transaminasion y descarboxilacion oxidativa del acido
metilenciclopropil acético (MCPA). MCPA forma ésteres
no metabolizables carnitina y coenzima A (CoA) con lo
que los niveles tisulares de estos cofactores descienden
y los hace menos disponibles para otras reacciones
bioquimicas. La hipoglicemia se produce porque tanto
CoA como carnitina son cofactores necesarios para la
oxidacion de acidos grasos de cadena larga y, porque
la oxidacion es un requisito para la gluconeogénesis

activa. MCPA también inhibe la deshidrogenacion de
varias deshidrogenasas acil-CoA reductasa, incluyendo
butiril CoA, glutaril CoA reductasa, y isovaleril CoA.
Como resultado de la inhibicion de la butiril CoA
deshidrogenasa, la oxidacion de los acidos grasos de
cadena larga se detiene en el nivel de hexanoil butiril
CoA y CoA. Este efecto lleva a una menor produccion
de Ia nicotinamida adenina dinucleotido (NADH) y
acetil-CoA [10].

Debido aque NADHYy acetil-CoA se requieren como cofactor
de fosfato deshidrogenasa 3-phosphoglyceraldehydo
y como un activador de piruvato carboxilasa,
respectivamente, la disminucion de su concentracion
contribuye a la inhibicion de la gluconeogénesis. La
inhibicion de la glutaril-CoA deshidrogenasa resulta en
la acumulacion de glutaril CoA reductasa, con lo que se
podria inhibir el transporte transmitocondrial malato, un
paso limitante en la primera fase de la gluconeogénesis,
y por lo tanto suprime la gluconeogénesis [10].

En este trabajo de investigacion se determin6 la
actividad hipoglucemiante de un exiracto del arilo del
fruto del ackee, en diferentes niveles de concentracion,
en ratones Balb/c inducidos a diabetes.

METODO

Material vegetal. Los frutos del ackee utilizados
en esta investigacion fueron recolectados de arboles
en los jardines del Cementerio Metropolitano del Sur
de la ciudad de Cali, Colombia, en donde existe una
gran cantidad de ellos y son utilizados con fines
ornamentales. Se recolectaron y seleccionaron aquellos
que estaban en el estado de madurez requerido para el
desarrollo de la investigacion (maduros pero aun sin
abrirse naturalmente) (Figura 4).

Obtencion del extracto. Los frutos utilizados para
la obtencion del extracto se seleccionaron teniendo en
cuenta su estado de madurez. Una vez realizada esta
seleccion, se pesaron, se separo la parte comestible
(arilo) de las semillas y la cascara, se lavaron y
trocearon en piezas pequenas para facilitar el proceso
de extraccion (Figura 5).

Los arilos troceados en cubos de aproximadamente 1
cm, se pesaron y se introdujeron en un equipo Soxhlet
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Figura 4. Frutos utilizados para el extracto

Figura 5. Arilos del Ackee

utilizando como solvente agua destilada a reflujo, bajo una
relacion fruta-solvente 1:2. Se realizaron cuatro reflujos
durante un tiempo promedio de dos horas. El extracto
asi obtenido, de color amarillo transparente, se sometio a
concentracion en rotaevaporador a presion reducida de 72
mbar, 75 rpmy temperatura de 55 °C. El extracto obtenido
fue almacenado bajo refrigeracion, en recipientes de color
ambar, hasta su posterior utilizacion (Figura 6).

Animales. Los ratones utilizados balb/c, machos, de
seis semanas de edad, con peso aproximado de 27 g
fueron suministrados por el Bioterio de la Universidad
del Valle previa realizacion de un curso en manejo de
biomodelos y la aprobacion de los protocolos por parte
del Comité de Etica de dicha universidad.

A los ratones, los cuales tuvieron un periodo de
adaptacion de dos semanas, se les suministro un

alimento comercial para roedores — Rodentina® y agua
ad-libitum. Recibieron 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad, con ventilacion adecuada durante el dia y
temperatura promedio de 26 °C.

Cada biomodelo (raton) fue alojado en una jaula
debidamente adecuada, dotada con un bebedero
plastico y con cama de cisco de madera, Las jaulas
fueron ubicadas sobre mesas plasticas (Figura 7).

Induccion a diabetes En ratones normales
la concentracion de glucosa en la sangre es de
80 — 110 mg/dL[11]. Para la evaluacion del efecto
hipoglucemiante en los ratones, éstos se indujeron
a diabetes con el agente diabetogénico Alloxan® que
se aplicd por via intraperitoneal utilizando dosis de
75 miligramos por kilogramo de peso corporal. Fue
necesario aplicar tres dosis de Alloxan® para que los
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Figura 6. Obtencion del extracto

ratones alcanzaran los niveles de glucosa necesarios
para ser catalogados como diabéticos (> 190 mg/dL)
y sustituir el agua por una solucion de glucosa al 40%
para que el nivel de glucosa alcanzado se mantuviera.

Toma de muestras de sangre. Las extracciones
de sangre se realizaron previo ayuno por 12 horas,
por incision en la porcion distal de la cola del animal
y con la utilizacion de tirillas reactivas se hicieron las
determinaciones del nivel de glucosa (mg/100 mL) con
un glucometro portatil AccuChek Comfort (Roche).

Desarrollo de la investigacion

Interesados en contribuir al bienestar de la comunidad
afectada por la diabetes, el grupo de investigacion de

Biotecnologia de la Universidad de San Buenaventura,
en la linea de innovacion de nuevos productos, propuso
como proyecto investigativo la evaluacion in vivo (en
ratones Balb/c inducidos a diabetes con Alloxan®) del
efecto hipoglucemiante de un extracto obtenido del arilo
del fruto de ackee (Blighia sapida K) como etapa preliminar
a la evaluacion del extracto en un producto nutraceutico.

La investigacion se desarrollo en los laboratorios de la
Universidad de San Buenaventura — Cali.

Para la evaluacion del efecto hipoglucemiante del extracto
del ackee, en los ratones se realizaron cinco tratamientos
con diferentes concentraciones del extracto.

Se utilizaron 20 ratones repartidos aleatoriamente en
cinco grupos para la aplicacion de los tratamientos;
cuatro tratamientos se aplicaron a animales con
diabetes inducida (tres con diferentes concentraciones
del extracto 50%, 30%, 10% y uno con insulina) y un
tratamiento con concentracion del extracto de 50% con
ratones sin diabetes.

Figura 7. Animales de experimentacion

._)
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En el cuadro 1 se resumen los tratamientos aplicados a
los animales utilizados en el desarrollo de la investigacion.

Cada uno de los tratamientos se realiz6 por via oral,
durante 10 semanas, suplantando diariamente el agua
con el extracto obtenido. Cuando los niveles de glucosa
se estabilizaron, el suministro de los cinco tratamientos
fue suspendido y nuevamente se suministro agua
potable como bebida, por una semana.

Terminado este proceso, los biomodelos fueron
sacrificados utilizando una dosis de 0,4 mL de Eutanex®,
aplicada intramuscularmente y fueron debidamente
eliminados como desechos de riesgo bioldgico.

Diseiio estadistico. El diserio experimental utilizado en
esta investigacion fue un disefio completamente al azar con
nivel de significancia de 0,05; las variables de respuesta
fueron nivel de glucosa en sangre y peso de los animales
de experimentacion. El andlisis estadistico de los resultados
se realizo mediante el Software SPSS version 19, y se uso
la prueba de Tukey para el andlisis post-varianza.

RESULTADOS

Para cada uno de los tratamientos, se obtuvieron
datos de nivel de glucosa y peso durante el tiempo
de aplicacion de cada uno de ellos. En el cuadro 2
Se presenta la variacion tanto en el nivel de glucosa
como en el peso de los animales, durante el tiempo de
aplicacion de los tratamientos.

Cuadro 1. Tratamientos utilizados

Uil hipo;}gsxiante Eis(::ﬂ:)d:f(:
1 exracto Adkee al | piagtico
2 extacto Ackee al | piaetico
3 Puacto Ackee 2l pianeico
4 Insulina comercial Diabético
5 craacto Adkee 2l o diabetico

Los tratamientos 4 y 5 fueron considerados como tratamientos testigo.

Cuadro 2. Variacion en el nivel de glucosa y peso de los biomodelos
durante los tratamientos

. Glucosa
Tratamiento | Semana (ma/dL) Peso (g)
1 202,75 22,975
2 138,50 22,875
3 155,25 22,575
1 4 128,50 23,150
Extracto 5 125,75 23,300
Ackeeal50% 6 111,25 23,050
7 103,75 23,375
8 99,75 23,800
9 91,50 22,875
10 87.50 21,700
1 212,50 27,200
2 138,00 27,275
3 150,25 27,550
2 4 138,25 27,625
Extracto 5 132,25 27,625
Ackee 6 118,00 27,650
al30% 7 108,75 27,425
8 96,75 27,525
9 98,25 26,550
10 95,25 26,150
1 194,75 27,750
2 126,50 27,650
3 132,00 27,950
3 4 126,00 28,300
Extracto 5 127,00 28,575
Ackee 6 121,25 28,150
al10% 7 113,25 28,400
8 105,50 28,500
9 102,25 27,575
10 100,00 30,200
1 196,75 32,200
2 148,75 32,500
3 136,50 32,725
4 139,00 33,000
4 5 126,75 33,100
Insulina 6 127,50 33,300
Comercial 7 131,00 33,325
8 133,25 33,400
9 134,50 33,725
10 125,00 33,875
1 100,75 32,350
2 89,75 32,575
3 88,25 33,025
5 4 88,50 33,075
Extracto 5 87,50 33,125
ackee 6 83,50 33,300
al50% 7 81,75 33,575
(Nodiabético) 8 75,00 33,875
9 79,25 34,200
10 67,00 40,325
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Con relacion a la variacion de los niveles de glucosa
en los biomodelos, y con los datos experimentales
obtenidos en esta investigacion, se pudo observar que
durante las dos primeras semanas, para cada uno de los
cinco tratamientos, el descenso en el nivel de glucosa
fue notorio. Desde esta semana hasta la semana ocho
Siguio descendiendo de forma gradual y a partir de esa
semana pareciera que permanece constante.

En los tratamientos realizados con el exiracto del arilo del
ackee a diferentes concentraciones (tratamientos 1, 2y 3)
para ratones diabéticos, los niveles de glucosa descendieron
hasta valores similares en donde no se consideran diabéticos
(80 — 110 mg/dL) [14]; en el tratamiento en que se utilizd
insulina (tratamiento 4) se puede observar que los niveles
bajaron casi en la misma relacion que con el extracto del
ackee. Con respecto al tratamiento 5 aplicado a ratones no
diabéticos el nivel de glucosa descendio hasta valores de
aproximadamente 65 mg/dL.

Con respecto a la variacion de peso de los animales se
puede observar que la aplicacion de los tratamientos no
influyo significativamente en el peso de los animales,
ya que no fueron privados de alimento y el ackee, y
en alguna medida del extracto es fuente de proteina,
carbohidratos y grasa [15].

En la figura 8 se puede apreciar la variacion en el nivel
de glucosay la variacion del peso para los tratamientos
experimentados.

Se puede observar que la tendencia en los cinco
tratamientos es hacia el descenso de los niveles de
glucosa, mientras que los pesos se mantuvieron
estables. Lo anterior permite concluir que la adicion del
extracto del arilo del ackee ayudo a disminuir el exceso
de azcar en la sangre sin afectar el desarrollo normal
(medido en peso corpdreo) de los ratones utilizados en
la experimentacion.

A los datos de peso y glucosa tomados durante las
10 semanas de experimentacion se les realizé un
analisis de varianza con nivel de significancia de 0,05.
En el cuadro 3 se presentan los datos de la ANOVA
correspondiente a la semana 5 de experimentacion;
es de anotar que para cada una de las semanas (datos
no mostrados), el comportamiento fue similar al
presentado en la semana 5.

Figura 8. Variaciones de glucosa y peso para todos los tratamientos
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Cuadro 3. ANOVA Glucosa y Peso
Suma Media
cuadrados | gl | cuadratica | F Sg
Glucosa
Inter- | coss30 |4 | 1333825 | 6798 002
grupos
Intra | 04505 15 | 196,217
grupos
total | 8278,55 19
Peso
Inter- | 73107 |4 | 68,082 1484 | 257
grupos
Intra | o033 |15 | 46,023
grupos
total | 963,470 19
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Cuadro 4. Andlisis Post-varianza HSD de Tukey

Subconjunto para « = 0.05
Tratamiento N 1 2
T5-5 4 87,5000
T1-5 4 125,7500
T4-5 4 126,7500
T3-5 4 127,0000
T2-5 4 132,2500
Sig. 1,000 ,963

Como se aprecia en el analisis post-varianza presentado
en el cuadro 4, los tratamientos 1,2,3 y 4 fueron
agrupados en un subconjunto y el tratamiento 5 en otro
subconjunto, indicando que los 4 primeros presentaron
un comportamiento similar, mientras que con la
aplicacion del tratamiento 5 (a ratones no diabéticos)
se alcanzaron los valores mas bajos de glucosa.

Este comportamiento también se presento para las
demas semanas evaluadas, y posiblemente puede
explicarse porque el tratamiento 5 se aplico a animales
no diabéticos, lo que significa que los 4 primeros
tratamientos producen similar efecto en la disminucion
de glucosa en sangre de los animales, lo que significa
que los tratamientos con ackee son comparables con
el efecto que produce la insulina.

En cuanto al peso no hubo diferencias significativas tanto
para los tratamientos con ackee e insulina (tratamientos
1,2, 3y 4) como para la muestra control (p>0,05).

CONCLUSIONES

Se pudo comprobar el efecto hipoglucemiante del
extracto del arilo del ackee al evaluar el nivel de glicemia
en los ratones con diabetes inducida.

De los andlisis realizados se puede concluir que, al igual
que lainsulina, los tratamientos aplicados tienen efecto
en la disminucion de los niveles de glicemia en los
ratones ya que los datos estadisticos permiten ver que
no hay diferencias significativas entre los tratamientos
aplicados. Sera objeto de una futura investigacion
el determinar la mayor efectividad de alguno de los
tratamientos aplicados.

En futuras investigaciones, ademas, se puede estudiar
la posibilidad de utilizar el extracto del arilo del fruto del
ackee como coadyuvante en el tratamiento y control de
diabetes, ya que se comprobo que su uso reduce los
niveles de glucosa en biomodelos.
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