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RESUMEN

INTRODUCCION: El sindrome metabolico y la Diabetes tipo II son un problema de salud
publica global que estan incrementando y que afectan a los sistemas de salud de todos los
paises. Hay una necesidad constante del desarrollo de nuevas terapias que ofrezcan mejores
efectos, menores efectos adversos y de menor precio para el tratamiento de estas
enfermedades. Los alcaloides de las especies de lupinus son buenos candidatos para ser usados
como agentes hipoglicemiantes.

OBJETIVO GENERAL: Establecer la eficacia de Lupinus mutabilis como agente
hipoglicémico en sujetos sanos y disglicémicos.

MATERIALES Y METODOS: Se realizé un ensayo clinico fase II para determinar el rol de
Lupinus mutabilis crudo en la glucosa e insulina sanguinea en sujetos normoglicémicos y
disglicémicos. Se determindé el HOMA-IR en las dos poblaciones. Se utilizaron pruebas
estadisticas no paramétricas para la interpretacion de los resultados obtenidos.

RESULTADOS: Los resultados muestran que el consumo de lupinus por individuos jovenes
normosdémicos y sanos no mostraron cambios importantes en los niveles de glucosa e insulina.
Sin embargo, el consumo de dosis similares de lupinus por individuos disglicémicos (glucosa
en ayunas > 100 mg/dL) disminuy6 significativamente los niveles de de glucosa e insulina. El
efecto del lupinus fue mayor en aquellos sujetos con niveles mayores de glucosa basal. Efectos
inhibitorios de lupinus no se observaron después de la ingesta de soya. Ademads, una reduccion
estadisticamente significativa en los niveles de insulina fue observada en el grupo de lupinus
comparado con el grupo de soya a los 60 minutos posterior del tratamiento. Adicionalmente,
solo el tratamiento con lupinus mejoro la Resistencia a la insulina en sujetos disglicémicos.

CONCLUSION: Los datos demuestran que el consumo de lupinus puede ser una alternativa
fehaciente y de bajo costo para tratar las enfermedades hiperglicémicas.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Metabolic syndrome and type-2 diabetes are increasing health problems
that negatively affect health care systems worldwide. There is a constant urge to develop new
therapies with better effects, lower side effects at lower prices to treat these diseases.
Alkaloids from lupinus species are good candidates to be used as hypoglycaemic agents.

GENERAL OBJECTIVE: To establish the efficacy of Lupinus mutabilis as a hypoglycaemic
agent in healthy and dysglycemic subjects.

MATERIALS AND METHODS: A phase II clinical trial was conducted to assess the role of
raw Lupinus mutabilis on blood glucose and insulin in normoglycemic and dysglycemic
subjects. The HOMA-IR was determined in both groups. Non parametrics stadistics were used
to interpret the obteined results.

RESULTS: Results show that consumption of lupinus by normal weight healthy young
individuals did not change importantly blood glucose and insulin levels. On the other hand,
consumption of similar doses of lupinus by dysglycemic individuals (fasting glucose > 100
mg/dL) decreased significantly blood glucose and insulin levels. Lupinus effect was greater in
those subjects with higher basal glucose levels. Inhibitory effects of lupinus were not observed
after soy intake. In addition a statistically significant reduction in insulin levels was observed
in the lupinus group compared with the soy group after 60 minutes of treatment. Furthermore,
only treatment with lupinus improved insulin resistance in dysglycemic subjects.

CONCLUSION: These data demonstrate that lupinus consumption could be a feasible and low
cost alternative to treat hyperglycemic diseases.



TABLA DE CONTENIDO

INTRODUCCION

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

MARCO TEORICO

JUSTIFICACION

22

HIPOTESIS

24

OBJETIVOS

25

OBJETIVO GENERAL

25

OBJETIVOS ESPECIFICOS

25

MATERIALES Y METODOS

26

RESULTADOS

31

DISCUSION

39

CONCLUSIONES

45

RECOMENDACIONES

47

BIBLIOGRAFIA

48

INDICE

55

ANEXOS

56




LISTA DE FIGURAS

TABLA 1. Contenido de Alcaloides de Lupinus mutabilis. 28

TABLA 2. Variables Demograficas Comparadas por Grupos. 31

TABLA 3. Comparacion de la concentracion de insulina y glucosa sanguineas en pacientes
normoglicémicos tratados con Lupinus o soya. 32

TABLA 4. Comparacion de la concentracion de insulina y glucosa sanguineas en pacientes
disglicémicos tratados con Lupinus o soya. 33

TABLA 5. Comparacion de la concentracion de insulina y glucosa sanguineas en pacientes
disglicémicos tratados con Lupinus o soya con nivel basal de glucosa > 100 mg/dL. 34

ILUSTRACION 1. Niveles sanguineos de glucosa e insulina en voluntaries tratados con
Lupinus o soya. Panel A glucosa y B insulina, Grupo de Lupinus. Panel C glucosa y D
insulina, Grupo de soya. NG = normoglicémico; DG = disglicémico. 35

ILUSTRACION 2. Ilustracién 2. HOMA en voluntarios tratados con Lupinus o soya. Panel
A sujetos normoglicémicos, grupo de Lupinus. Panel B sujetos disglicémicos, grupo de
Lupinus. Panel C sujetos normoglicémicos, grupo de soya. Panel D sujetos disglicémicos,
grupo de soya. 37




INTRODUCCION

La Diabetes tipo II es una enfermedad altamente prevalente en el mundo. Se reportd
que 135 millones de personas fueron afectadas en al afio 2005 y se estima que 217 millones de
personas seran afectadas por la enfermedad para el afio 2030 (1). Desafortunadamente, la

mayoria de casos nuevos provendran de paises en vias de desarrollo (2).

El tratamiento de la Diabetes es muy costoso, para el aio 2000 el costo total para tratar esta
enfermedad fue de 132 billones de dodlares (2). Considerando los recursos limitados dedicados
al sistema de salud de dichos paises la mayor parte de la poblacion no sera capaz de costear el

tratamiento (1).

Estd estimado que aproximadamente el 30% de camas de hospitalizacion en Latino América
se usan para condiciones relacionadas a la Diabetes cuyos costos exceden el total de gastos

dedicados para la salud (2).

Aunque hay varios tratamientos que mejoran el estado hiperglicémico, caracteristico de la
enfermedad, hay una necesidad constante de desarrollar nuevas terapias con mejores efectos,

menores efectos adversos a un menor precio (3).

Los alcaloides de las especies de Lupinus son buenos candidatos para ser usados como
agentes hipoglicémicos. Estudios in vitro demuestran que los alcaloides quinolizidinicos del

Lupinus tienen efectos secretagogos en islotes pancreaticos aislados de rata (4).



También, estudios en vivo en ratas con diabetes inducida con estreptozotocina demostraron

que la 2-tionospartina del Lupinus disminuye las concentraciones de glucosa plasmatica (5).

Ademas, la administracion intravenosa del alcaloide esparteina a sujetos con diabetes no
insulino-dependientes disminuye las concentraciones de glucosa plasmatica y aumentan las
concentraciones de insulina (6). Al tomar esta informacion se demuestra que los alcaloides del

Lupinus pueden ser usados como agentes hipoglicemiantes para tratar la Diabetes tipo II.

Uno de los principales problemas del uso de los alcaloides del Lupinus spp es su toxicidad. El
principal efecto adverso posterior al consumo del alcaloide en dosis toxica es de tipo
neurolégico, tal como la pérdida de coordinaciéon motora y control muscular. La dosis letal del
alcaloide de Lupinus spp en humanos es de aproximadamente 30 mg/kg peso (7). Hay
informacion limitada acerca de la dosis toxica de estos alcaloides en humanos. Sin embargo,
en el estudio de Paolisso se describe el uso de una dosis de 240mg de sulfato de esparteina en
individuos con sobrepeso moderado sin presentar toxicidad aguda (6). La dosis terapéutica del
sulfato de esparteina es de 75 a 600mg/dia (8). Datos alternativos indican que la dosis tdxica

de los alcaloides quinolizidinicos para humanos adultos empieza desde los 25mg/kg peso (9).

Considerando el efecto hipoglicemiantes de los alcaloides del Lupinus asi como su
potencial toxicidad, el objetivo de este estudio es evaluar el efecto del consumo de Lupinus
mutabilis crudo en la concentracion de glucosa e insulina plasmaticas en individuos sanos asi

como en sujetos disglicémicos, y la valoracion de los resultados por medio del Método



HOMA (Homeostatic model assesment) y la determinacion de la resistencia a la insulina en la

poblacion estudiada (10).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La obesidad es un problema de salud publica global que esta incrementando. Estudios
recientes en la poblacion de Ecuador indican que cerca del 50% de adultos tiene exceso de

peso, y de éste el 15% tiene obesidad (11).

Un estudio reciente en ecuatorianos adolescentes mostrd que aproximadamente 8% tienen

obesidad y 15% sobrepeso (12, 13).

El exceso de peso y la obesidad se asocian a enfermedades cronicas no transmisibles tales
como: hipertension, sindrome metabolico, diabetes tipo 2, enfermedades cardiovasculares y

cancer, quienes son las causas principales de muerte en todos los paises del mundo incluyendo

al Ecuador (14, 15).

Entre 1993 y 2003 el indice de mortalidad relacionado a problemas cardiovasculares y a la
diabetes tipo 2, se duplico en Ecuador (16). El costo econdomico y social para tratar la
obesidad, enfermedades crdnicas e infecciosas es muy alto, en Estados Unidos durante el afio
2001 los costos fueron aproximadamente 123 billones de dolares (17). En paises como el
Ecuador existe una brecha en el sistema de salud que es exacerbada por la desnutricion y

pobreza existentes.

Actualmente, el tratamiento farmacoldgico de la diabetes tipo 2 se ha enfocado en el uso de

drogas hipoglicemiantes tales como sulfonilurea, biguanidas y tiazolidona. Por otra parte, hay



informes de varios compuestos vegetales con propiedades antidiabéticas. Especificamente, los
del género lupinus tienen un efecto hipoglicémiante, aunque hay informes de la toxicidad,
relacionado sobre todo con la alta concentracion de alcaloides, las cuales se podrian reducir al

minimo segun su preparacion (18).

Lupinus mutabilis es una especie del lupino que crecen en los Andes con uso alimenticio. Los
nombres vernaculos incluyen tarwi, tarhui, chocho, altramuz, altramuz andino, altramuz de
América del sur, o altramuz perla. La semilla hueso-blanca tiene un contenido proteinico de
aproximadamente 40% y la proporcion de grasas del promedio es el 20% y ha sido consumida

desde épocas antiguas, especialmente en sopas, ensaladas o sin otro tipo de guarniciones (19).

Aunque el efecto hipoglicemiante en la diabetes se ha descrito en modelos animales y en
algunas observaciones clinicas en seres humanos hay una falta de conocimiento con respecto a
la preparacion y dosificacion Optimas del Lupinus para alcanzar un buen efecto con menos

efectos secundarios (5).

Asi el objetivo general de este ensayo clinico de fase 2 aleatorizado, controlado y ciego, es
establecer la eficacia de Lupinus mutabilis como agente hipoglicémico en personas sanas y
con disglicemia, y de esta forma establecer la preparacion y la dosis Optimas para alcanzar un

efecto hipoglicemiante significativo.

Este estudio ayudard a clarificar la forma de administracion y dosis del Lupinus para alcanzar

un efecto hipoglicemiante significativo y de ser establecido, otros estudios seran aplicados en



pacientes con diabetes tipo 2 y sindrome metabodlico, Ya que a la vista trabajos publicados, se
puede deducir que el Lupinus puede ser eficaz en el tratamiento de las hiperglicemias y ser

utilizado en el Ecuador como estrategia de prevencion a nivel primario, secundario y terciario.

Por lo que es necesario llevar a cabo este tipo de ensayos clinicos controlados, que aseguren su
eficacia y seguridad. Por ello nuestra pregunta de investigacion se plantea de la siguiente
forma: ;Es la respuesta hipoglicemiante significativa tras la administracion oral de

Lupinus mutabilis en pacientes sanos y en pacientes con disglicemia?



MARCO TEORICO

Los avances en el campo cientifico que se han logrado en la ultima década, han dejado
claro que la diabetes tipo 2 es un sindrome complejo que tiene una patogenia multiple en
donde coexisten elementos que sefialan resistencia a la insulina, asi como otros que apuntan a

la deficiencia en la secrecion de la misma por la célula beta (20).

Todo parece indicar que al inicio del proceso predominan los factores de resistencia y hacia el
final de la historia natural del sindrome los elementos que resultan del agotamiento

pancreatico son los que dominan el cuadro clinico (21).

Por otro lado aun no ha sido posible dilucidar el mecanismo por el cual el llamado sindrome
metabolico o sindrome de resistencia a la insulina determina la ocurrencia de hipertension,
dislipidemia con aterogénesis acelerada y disminucion en la tolerancia a la glucosa con el

desarrollo final de diabetes clinica (22).

Se acepta que deben existir factores genéticos, sin embargo a pesar de grandes esfuerzos aun
no se ha podido identificar un gen que explique un porcentaje significativo de la varianza de
diabetes. Esto no debe sugerir que no lo hay sino que probablemente es un sindrome que
resulta de la interaccién poligénica. Més aun, se ha demostrado que es muy importante la
participacion de factores medio ambientales y de estilo de vida en la aparicion de la diabetes

(23, 24).



Estos conocimientos basicos han podido ser ahora aplicados al cuidado de enfermos con
diabetes asi como han podido ser puestos al servicio del médico para que implemente

estrategias exitosas de prevencion de diabetes (25).

Los estudios ahora clasicos como el United Kingdom Diabetes Study (UKPDS) asi como el
Diabetes Prevention Program (DPP) son pilares en la practica clinica de la diabetes. El
primero demostrd la inexorable tendencia al deterioro de la capacidad secretoria del pancreas
que al ser eventualmente incapaz de producir la insulina que se requiere para mantener la
homeostasis de la glucosa, exige con el tiempo el uso potentes hipoglicemiantes, al punto de
requerir finalmente insulina para poder aspirar a mantener niveles razonablemente aceptables

de glicemias (26, 27).

Estas investigaciones revelaron lo dificil que es lograr y mantener niveles 6ptimos de glucosa
y al mismo tiempo cudn importante y determinante es el nivel de glicemia prevalente en la

aparicion y desarrollo de las complicaciones asociadas al descontrol de la diabetes (26).

La posibilidad de prevenir diabetes fue investigada por otros grupos de cientificos en China y
en Finlandia quienes concluyeron que es posible hacerlo. La investigacion méas ambiciosa y
concluyente fue la que resulté del DPP que de manera categdrica evidencid que es posible
prevenir o retardar la aparicion de la diabetes mediante el incremento en la actividad fisica, la

baja de peso y el uso de metformina (27).



Esto es un argumento que se encuentra ahora en el terreno de la necesidad de implementar esta

estrategia en el contexto de la realidad clinica y practicar asi medicina basada en evidencia.

La Medicina Alternativa, sin embargo, constituye una valiosa contribucién en la
solucion de problemas en la Salud Publica, los cuales son tan criticos como la falta de
medicamentos, ademds de los altos precios de estos, en el mercado nacional e internacional
que los hace inalcanzables para aquellas personas de menores recursos econdmicos, asi como
la gran diversidad de manifestaciones adversas y el incremento de interacciones

medicamentosas (28).

Actualmente se estan realizando estudios para evaluar los efectos de las diferentes plantas
medicinales de acuerdo al uso popular que se les atribuye, e investigando los principios
activos responsables de una determinada accion farmacoldgica. Sin embargo, la falta de
conocimientos tecnologicos, el desconocimiento o inexistencia de métodos y procesos de
control de calidad y estandarizacion, asi como la falta de investigacion y la dificultad para
obtener plantas medicinales de buena calidad y en cantidades suficientes, se sefialan como

causas para la baja calidad de los productos latinoamericanos (29).

El Lupinus mutabilis es una leguminosa oriunda de los Andes Sudamericanos, las
semillas previa eliminacion del sabor amargo ‘desamargadas’ por medio de diversos métodos
eficientes no complicados que garantizan su completa separacion (En el Ecuador se ha
trabajado en este aspecto (9), ya que es fuente econdmica para agricultores) ofrecen su

principal uso: el alimenticio. En conocimiento, el poblador andino de nuestro pais ademas le



da uso medicinal, en rituales culturales, en transformacion, en forraje y como combustible

(19).

En el Ecuador se conocen usos medicinales del “chocho” en la diabetes (harina sin desamargar
hervida) (30), en afecciones renales (agua de Lupinus desamargado mas sal), disminucion de
los efectos del consumo de alcohol (consumo directo de granos de chocho desamargado en
frio), Las hojas y semillas hervidas tomadas en infusion acttia como acelerador del trabajo de
parto y en la mejora de sintomatologia en la Artritis. La mayoria de lo enunciado es

conocimiento tradicional mas no tienen fundamento cientifico especifico (19).

Sin embargo se han realizado estudios con evidencia cientifica experimental acerca de
esta semilla, por citar algunos:
El Lupinus mutabilis ha sido muy estudiado desde el punto de vista bromatologico (31, 32), y
se le han atribuido usos en la Agricultura en diferentes preparaciones como fertilizante. En la
avi, pici y porcicultura como regulador del crecimiento de animales, entre muchos otros (33,

34).

En Sudan-Africa estudios experimentales preliminares los cuales demostraron que el extracto

alcoholico de las semillas del Lupinus tenia una actividad antieczematosa (35).

En Peru en la Facultad de Farmacia y Bioquimica de Trujillo, se realizd un estudio del
extracto alcohdlico de la semilla en conejos, y se demostré que posee efecto antiinflamatorio

(36).



Igualmente se le atribuyen propiedades antiulcerosas y preventivas del cancer por los
flavonoides, y hepatoprotectoras por sus saponinas por estudios en ratas (37), y se ha
propuesto que tiene actividad hipocolesterolemiante. en modelos con chanchos con

hipercolesterolemia (38).

Por otra parte, el flavonoide genisteina y el alcaloide lupanina extraidos de preparados con las
hojas de Lupinus tienen marcada accidon antibacteriana y el ultimo muestra ademas una

actividad antifungica (39, 40).

Se realizd un articulo de revision sobre el contenido de alcaloides quinolizidinicos en
proteinas aisladas (ingredientes de comida), en modelos de comida (bebidas, snacks, galletas y
pasta) y en alimentos comerciales (sustituyentes de carne, pasta, entre otros) para determinar
la concentracion permitida de dichos alcaloides para consumo humano (200mg/kg) debido a
efectos toxicos que han sido descritos en mamiferos. Tales como: temblores, excitacion y
convulsiones, es decir efectos neuroldgicos que llevan a la pérdida de control muscular y

coordinacion motora (41).

La ingesta de semillas o de harina de Lupinus e incluso la inhalacién de polvo de lupino puede

provocar asma, reacciones alérgicas y anafilaxia (42, 43, 44).



Parece existir también una alergia cruzada entre lupino y mani; aproximadamente el 44% de
nifios alérgicos al mani dan respuestas positivas a lupino, por lo que la Comisién europea

decidio incluirlo en la lista de alimentos alérgenos (45, 46).

En estudios mediante procesos quimicos analiticos se ha podido definir claramente que la
semilla del Lupinus tiene una gran cantidad de Alcaloides Quinolizidinicos (47), que varia de
0,02 a 4,45% y dichos alcaloides reportados son la Lupanina, Esparteina, 13-0H- Lupanina, 4-
OHLupanina, Isolupanina, entre otros componentes secundarios como Esteroides, Saponinas

(48).

La Esparteina y la Lupanina son algunos de los alcaloides Quinolizidinicos de L. mutabilis,

que dan lugar a efectos farmacologicos (49).

Mediante estos estudios se logré comprobar que la Lupanina es mas activa y su accioén
farmacologica es inmediata en comparacion con la Esparteina, debido a que la Lupanina se
difunde mas rapidamente a través de las membranas bioldgicas, y la duracion de su actividad
es mas corta que la Esparteina. Esto demuestra que dichos Alcaloides puros o en forma de
sales (Clorhidratos y Sulfatos) administrados en dosis altas actuan como toxicos, pero cuando

se administran en dosis moderadas actian como medicamento (49).

Desde el punto de vista farmacolégico, los alcaloides, presentan actividad hipoglicemiante ya

que causan un efecto secretagogo de insulina (50).



Teniendo en cuenta la necesidad actual del aprovechamiento de los recursos que nos brinda la
naturaleza para el beneficio del hombre y que deben usarse en forma racional segura y
efectiva, se han realizado estudios pre-clinicos de las semillas de Lupinus mutabilis con el
objetivo de determinar dosis letales en ratones, y el efecto hipoglicémico se ha comprobado
para algunas especies de lupino administrados por via oral en animales con diabetes inducida

experimentalmente (conejo, rata, raton) (5).

Igualmente en conejos diabéticos y con niveles de colesterol elevados, se comprob6 como la
adicion de semillas de lupino a su alimentacion produjo una disminucion de la hiperglucemia

postprandial y del colesterol (49).

Efectivamente, el extracto acuoso de Lupinus mutabilis reduce significativamente los niveles
de glucemia en ratas con diabetes inducida por aloxano. Los principios activos responsables de
esta actividad hipoglucemiante podrian ser ademas de los alcaloides, los compuestos de
naturaleza saponinica presentes en el, pues muchos de ellos han demostrado ser capaces de
inhibir la gluconeogénesis hepdatica y la glucogenolisis y ademds son capaces de activar la
produccién de insulina o inducir un incremento en el metabolismo periférico de la glucosa (4,

51).

Por otra parte se ha comprobado que este extracto es capaz de normalizar los sistemas de
destoxificacion del organismo, anormalmente alterados en animales diabéticos. En dichos
animales (ratas tratadas con aloxano) se observa, ademas de un incremento significativo frente

al control en los niveles de glucosa, un aumento de la concentracion de urea, creatinina y



bilirrubina mientras que la proteina total y la albimina disminuyen. El tratamiento oral con

extractos de lupino normaliza estas variaciones (51, 52).

La administracion de los alcaloides de lupino puede disminuir el riesgo de hipoglicemia que se
produce con algunos hipoglicemiantes orales que, estimulan la secrecion de insulina en

presencia de bajas concentraciones de glucosa (5).

La actividad hipoglicemiante puede ser debida también a la presencia de saponinas. Algunas
especies de Lupinus contienen importantes concentraciones de saponinas. En concreto en L.
oreophilus y L. angustifolius se ha detectado la presencia (5%) de saponinas triterpénicas con
esqueleto del oleanano, entre ellas la soyasaponina también localizada en la soja, observando
que el extracto acuoso de la variedad “dulce” que posee un bajo contenido en alcaloides,

parece potenciar la liberacion de insulina inducida por glucosa (4).

En islotes pancreaticos aislados de rata y raton, tanto el extracto acuoso de lupino como la
esparteina aislada, incrementan la liberacion de insulina. En este efecto estd implicada una

disminucion de la permeabilidad de Potasio de las células beta (4,5).

La actividad de la esparteina se ha estudiado también en humanos sanos (8) y en pacientes
diabéticos insulino-dependientes y con diabetes tipo 2 (6). La administracion intravenosa del
sulfato de esparteina en personas sanas incrementa la secrecion de insulina basal o inducida

por glucosa y, en pacientes con diabetes tipo 1 aumenta la secrecion de glucagéon. En



diabéticos tipo 2, la esparteina estimula la secrecion de las células beta, produciendo una caida

en los niveles plasmaticos de glucosa (6, 8).

Recientemente se ha estudiado el efecto sobre la secrecion de insulina de tres alcaloides
aislados de lupinos: lupanina, 13-alfa-OH lupanina y 17-oxo-lupanina asi como un compuesto
derivado sintético: 2-tionosparteina, comprobandose in vitro, un incremento en la liberacion
de insulina inducida por glucosa. La intensidad del efecto depende de la concentracion de
glucosa en el medio y se debe, al menos en parte, al bloqueo de canales de K sensibles a ATP

en células beta (5).

Cabe recordar que el estimulante mas potente de la secrecion de insulina es la glucosa,
que entra a la célula B por difusion facilitada y es metabolizada dentro de la célula, proceso en
el que se genera ATP. El cambio en la relacion ATP/ADP produce el cierre de un canal de
potasio sensible a ATP (KATP), lo cual causa que la membrana se despolarice y que se abran
canales de sodio y de calcio. La entrada de calcio a la célula promueve la exocitosis de los
granulos de insulina y la secrecion de insulina en respuesta a la glucosa es regulada por
hormonas y neurotransmisores (53). Este bloqueo de los canales de potasio es una clave en la
cadena de eventos que llevan a la liberacion de insulina por varios secretagogos, de modo que
esto explica la accion hipoglicemiante de los alcaloides quinolizidinicos, tal como fue

comprobado en los estudio de Garcia Lopez (4, 6, 8).

Por otra parte, es de mucha importancia la determinacion de la resistencia insulinica, la

cudl es una disminucion de la funcidon bioldgica caracterizada por requerir un alto nivel de



insulina plasmatica para mantener la homeostasis metabolica. Esta involucrada en la etiologia
de varias entidades como la enfermedad coronaria, la hipertension arterial y de nuestro inter¢s,
la diabetes mellitus tipo 2 (54). Este hecho justifica la necesidad de contar con un método
simple para su determinacién que permita identificar individuos de riesgo en la poblacion

general (55).

La valoracion cuantitativa de la resistencia a la insulina y de la secrecion de ésta reviste gran
importancia en el estudio del metabolismo hidrocarbonado. Se han propuesto distintos
métodos experimentales con el fin de estudiar estos procesos, que varian en complejidad y en

su interpretacion (54).

Es sabido que el clamp euglicémico es la técnica mas valida para medir la accion de la
insulina in vivo principalmente porque provee informacion acerca de la cantidad de glucosa
metabolizada por los tejidos periféricos durante la estimulacion con insulina. La metodologia
del clamp ha sido desarrollada y ampliamente utilizada por De Fronzo y cols (56). Es
considerado el gold standard de los métodos. No obstante, el clamp tiene algunas desventajas
que no permiten aplicarlo a grandes poblaciones ya que es una técnica laboriosa e invasiva que

requiere instrumental sofisticado y adiestramiento especial (57).

También se han utilizado otros métodos para la evaluacion de la sensibilidad a la insulina,
como el test de tolerancia intravenosa a la glucosa con toma de multiples muestras (FSIGT,
por sus siglas en inglés), pero en lineas generales resultan complicados, costosos y de dificil

aplicacion en grandes estudios (58, 59).



Debido a los inconvenientes técnicos y de interpretacion que presentan estas pruebas, se ha
desarrollado otra serie de métodos mas sencillos que se fundamentan en medidas basales y que
pueden ser utilizados para evaluar la sensibilidad a la insulina y la secrecion de insulina en

grandes poblaciones (60, 61).

La concentracion plasmatica de la glucosa y de insulina en condiciones de ayuno es
caracteristica de cada persona. Las concentraciones de ambas se encuentran intimamente
conectadas, de modo que cuando se produce un cambio en una de ellas la otra experimenta
una modificacion para compensar el cambio. Dichos procesos (resistencia a la insulina y
secrecion de insulina) se encuentran relacionados de forma inversa, y es aconsejable el estudio

simultaneo de ambos (59, 60, 61).

Entre los distintos métodos basados en medidas basales figura el Homeostatic Model
Assessment (HOMA), un modelo matematico ampliamente utilizado en numerosos estudios

que fue descrito por primera vez en 1985 por Matthews y cols (62).

El HOMA tiene una ventaja adicional, ya que, ademas de la resistencia a la insulina (HOMA-
IR), permite valorar la funcionalidad de la célula beta (HOMA-B). El célculo esta basado en la
relacion entre la glucemia basal y los niveles de insulina, evaluando el balance entre la
produccion hepatica de glucosa y la secrecion de insulina. Estos valores de glucosa e insulina

son modificados por unos valores numéricos, calculados a partir de los modelos matematicos



originales y que hacen que estas formulas tengan una buena correlacion con los resultados

obtenidos mediante el clamp euglucémico-hiperinsulinémico (61, 62).

El HOMA es un modelo en el que al analizar los diferentes elementos que intervienen en la
homeostasis de la glucosa y que también influyen en la secrecion de insulina, se elabora un
grafico donde se representa la concentracion de insulina plasmatica en ayunas frente a la
concentracion de glucosa en ayunas que se esperaria obtener en los diferentes grados de
deficiencia secretora de la célula beta y de resistencia a la insulina (63). De esta forma se
puede estimar, gracias al grafico, el grado de resistencia a la insulina y la funcién de la célula

beta que se esperaria tuviera cualquier paciente conociendo su glucemia e insulinemia.

Estos modelos han sido utilizados para calcularse a partir de las distintas combinaciones de
glicemia frente a insulina plasmatica (64, 65) en estado fisiologico de los diversos procesos
del organismo implicados en la regulacion del metabolismo de la glucosa (66, 67). Como han
sefialado recientemente Wallace y cols. (10) la curva original de respuesta de la célula beta se
realiz6 basandose en una serie de suposiciones sobre el estado metabdlico del individuo. Estos
modelos se obtuvieron experimentalmente a partir de estudios realizados tanto en animales

como en humanos (10).

En un individuo que estuviese completamente sano, con un indice de masa corporal normal y
sin antecedentes familiares de diabetes mellitus, se presume que el HOMA-B se situaria
alrededor del 100% y el HOMA-IR estaria muy cercano a 1. Valores por encima de 1

representaran un nivel creciente de resistencia a la insulina. Sin embargo, cada estudio debe



establecer su propio valor de normalidad para el HOMA-IR en una poblacion de sujetos
normoglicémicos. Por ejemplo, como pudo comprobarse en un estudio realizado en San
Antonio (Texas, EE.UU.) (68), se han encontrado diferencias significativas en la resistencia a
la insulina medida mediante el HOMA entre mexicanos y blancos no hispanos, tanto en
individuos sanos como en pacientes con intolerancia a la glucosa o con diabetes. Esto evitaria

posibles errores cuando se comparan estudios procedentes de diferentes areas.

Recientemente, los mismos autores que propusieron el uso del HOMA como medida de la
resistencia a la insulina y la funcionalidad de la célula beta han corregido dichos modelos
matematicos, ya que los creadores del HOMA son conscientes de que las ecuaciones
originales del HOMA-IR y HOMA-B pueden sistematicamente infravalorar la sensibilidad a
la insulina y sobreestimar la funcion de la célula beta. Una de las causas fundamentales por las
que se produce este error es que el modelo HOMA fue calibrado con los métodos de analisis
de insulina utilizados en 1970, y estos métodos han cambiado de forma considerable en las

ultimas décadas (10).

Los nuevos modelos que proponen (HOMAZ2) se alejan de la relacion lineal entre glucosa e

insulina y ofrecen modelos més complejos elaborados con un programa informatico (69).

En el HOMA2 se han introducido una serie de modificaciones, como por ejemplo el
incremento de la resistencia hepatica, el incremento de la curva de secrecion de insulina para
unas concentraciones de glucosa por encima de 180 mg/dL, la contribucion de la proinsulina

circulante y las pérdidas renales de glucemia. El HOMA2 daria un valor de sensibilidad a la



insulina, en vez del de resistencia a la insulina (HOMA2 %S, donde el 100% es el valor

normal), y una valoracion de la funcion de la célula beta (%B) (68, 69).

Los cambios introducidos hacen que este nuevo modelo pueda usarse para determinar la
sensibilidad a la insulina y la funcion de la célula beta en un rango de 1-300 UI/L para la
insulinemia y de 20-450 mg/dL para la glucemia. Es decir, ajustan el modelo para su
utilizacién en situaciones de hiperinsulinemia y/o hiperglucemia bastante elevadas (68).
También realizan cambios teniendo en cuenta la mejora experimentada en los distintos

métodos analiticos empleados para medir la insulina y el péptido-C plasmatico (67).

Una forma de obtener una mayor validez del HOMA original es calcularlo con la media de
varias determinaciones basales. Cuando se utiliza el modelo HOMA original, el uso de una
unica medida basal aporta un coeficiente de variacion intraindividual del 10,3% para el
HOMA-IR y del 7,7% para el HOMA-B (10). Cuando se utiliza la media de tres
determinaciones basales de glucosa e insulina, estos coeficientes de variacion disminuyen al
5,8 y el 4,4%, respectivamente. Sin embargo, estas diferencias en los coeficientes de variacion

no se observan cuando se utiliza el nuevo HOMA?2 corregido (r= 0,99; p= 0,0001) (10).

El HOMA es un indice que puede utilizarse en estudios clinicos y epidemioldgicos para la
descripcion del metabolismo hidrocarbonado, e incluso en sujetos con diferente grado de
tolerancia a la glucosa. Su empleo en numerosos estudios lo ha convertido en uno de los
principales indices para medir la resistencia a la insulina y, en menor medida, la funcionalidad

de la célula beta. Estos indices se han utilizado también para predecir una posible alteracion



futura de la tolerancia a la glucosa. Por ejemplo, se ha comprobado que un HOMA-IR alto y
un HOMA-B bajo se asocian a un incremento de la prevalencia de intolerancia hidrocarbonada

y diabetes en diferentes etnias (68, 69).

Los indices HOMA-IR y HOMA-B deben utilizarse conjuntamente para evitar
interpretaciones erroneas, especialmente en el caso del HOMA-B. Esto es debido a la relacion
existente entre la resistencia a la insulina y la funcién de la célula beta. Por ejemplo, si la
resistencia a la insulina baja, la funcion de la célula beta disminuye también. Sin embargo, la
medida aislada de este HOMA-B se podria interpretar como un fallo en la funcion de la célula

beta (10).

Las formulas propuestas para el calculo del HOMA-IR y HOMA-B son:
HOMA-IR = insulina en ayunas (WUI/mL) X glucosa en ayunas (mmol/L) / 22,5

HOMA-B =20 x insulina en ayunas (uUI/mL) / (glucosa en ayunas [mmol/L] — 3,5)

En los ultimos afios, este método ha sido utilizado en wvarios estudios clinicos y
epidemioldgicos, utilizando en todos ellos individuos sanos para establecer rangos de

normalidad (10, 64, 67).



JUSTIFICACION

Como anteriormente fue mencionado, el impacto de las enfermedades disglicémicas es
importante para los sistemas de salud de todos los paises del mundo, més aun para aquellos en

vias de desarrollo tal como es el Ecuador, por los altos gastos y los escasos recursos (2).

Tradicionalmente los paises andinos, mas especificamente en la sierra, se consume el Lupinus
mutabilis no solo por su bajo costo, sino por su alto contenido nutricional de proteinas, grasas,
carbohidratos y minerales, los cuales pueden sustituir a alimentos principales como la carne,
huevos y leche. Se lo asocia con maiz, ceviche, aji, entre otros que son muy populares entre la

poblacion (19).

La evidencia actual indica que el efecto hipoglicémico del lupino se puede deber a dos
compuestos diferentes del grano, el alcaloide que puede actuar estimulando la secrecién de

insulina, y su contenido proteinico del cual su mecanismo de accion no ha sido establecido (4).

Aunque este efecto ha sido descrito en modelos animales con diabetes y pocas observaciones
clinicas en humanos hay una falta de conocimiento en cuanto a la forma, especie y dosis de

Lupinus que ofrezca el mejor efecto hipoglicémico posible (18).

Por ello nuestra propuesta es establecer la eficacia de Lupinus mutabilis como un agente

hipoglicémico en dos grupos de pacientes, sanos y disglicémicos.



Si se encuentra un efecto hipoglicémico importante se puede usar en estrategias de prevencion

primaria, secundaria y terciaria para la diabetes tipo II.

Para prevencion primaria, la estrategia es promover el consumo en la poblacién general. Como
prevencion secundaria, la estrategia es promover su uso en personas con alto riesgo de
desarrollar diabetes, hipertension tales como lo son las que padecen de sindrome metabolico, y
aquellas con antecedentes patoldgicos familiares de parientes en primer grado con diabetes. Y
como prevencion terciaria, el Lupinus mutabilis puede ser usado como un complemento al
tratamiento farmacoldgico actual de la diabetes tipo II, para disminuir la dosis, toxicidad y

costo de dichos tratamientos o en casos de diabetes leve como tratamiento tnico.

Consecuentemente, es importante establecer la forma ideal de consumo y dosis de Lupinus

mutabilis para alcanzar el efecto hipoglicémico en términos de secrecion de insulina.



HIPOTESIS

La administracion oral de Lupinus mutabilis tendra una respuesta hipoglicémica en pacientes
sanos y en pacientes disglicémicos. A mayor dosis mayor efecto y la preparacion cruda tendra

mayor efecto.

Hi: La administraciéon de Lupinus mutabilis provoca un efecto hipoglicémico en pacientes
sanos y disglicémicos.
Ho: La administracion de Lupinus mutabilis no provoca un efecto hipoglicémicos en pacientes

sanos y disglicémicos.



OBJETIVOS

Objetivo General
Establecer la eficacia de Lupinus mutabilis como agente hipoglicémico en sujetos sanos y

disglicémicos.

Objetivos Especificos
1. Identificar la mejor preparacion de Lupinus mutabilis asociada al mayor efecto
hipoglicémico.
2. Determinar la dosis de Lupinus mutabilis que produzca el mayor efecto hipoglicémico.
3. Evaluar el efecto hipoglicémico, por medio de analisis sanguineo de glucosa e insulina,
y la determinacion del HOMA (Homeostaic Model Assesment) de la resistencia de la

insulina, en las dos poblaciones tras la administracion de Lupinus mutabilis.



MATERIALES Y METODOS

El Comité de proteccion de sujetos humanos de la Universidad San Francisco de Quito, Quito
Ecuador, aprobo este estudio. Cada participante firmé un consentimiento informado posterior

a recibir la explicacion del estudio y sus posibles consecuencias (ver Anexos).

Participantes y diserio del estudio

Un ensayo clinico fase II fue conducido en dos diferentes poblaciones.

El primer grupo fue constituido por individuos jovenes normosdémicos. La mayoria de ellos

fueron estudiantes voluntarios de tercer afio de Medicina.

El segundo grupo fue formado por voluntarios con niveles de glucosa mayor a 100 mg/dL. La
mayoria de voluntarios de este segundo grupo fueron ya sea familiares en primer grado de
pacientes con Diabetes tipo II o sujetos con sobrepeso u obesidad, quienes fueron reclutados

en la unidad de Endocrinologia del centro de salud (Unidad Municipal de Salud del Norte).

Para comparacion con cada una de las poblaciones indicadas se conformé un grupo de control

el cual recibi6 soya cruda.

Los sujetos que cumplieron con los criterios de inclusion fueron asignados aleatoriamente en

proporcion de tres a uno para recibir Lupinus y soya respectivamente.



Fuente de Lupinus mutabilis y Soya
Lupinus mutabilis es una de las variedades mas abundantes y una leguminosa muy popular
consumida en el Ecuador. Lupinus mutabilis linea 450 fue cosechada entre Septiembre y

Octubre del 2007 en Cotopaxi, la cual es una provincial del Ecuador (INIAP Ecuador).

Los L. mutabilis fueron cosechados a mano cuando el grano tuvo aproximadamente 17% de
humedad. Los granos fueron deshidratados sobre una plataforma de cemento por
aproximadamente 48 horas hasta alcanzar 13% de agua. Posteriormente fueron colocados en
sacos y almacenados en una ambiente seco a temperatura de 17 — 20°C. Después de molerlo
hasta realizar un polvo de 300 micrones (realizado en la instalacion del Laboratorio CC en
Ambato, Ecuador) L. mutabilis fue encapsulado en capsulas de gelatina por dicho laboratorio.

No se afiadio rellenos ni aglutinantes al polvo.

Los granos de soya se compraron en una supermercado local y fueron procesados en una

forma similar a la de L. mutabilis.

Dosis de Lupinus mutabilis
L. mutabilis o soya crudos fueron administrados en cépsulas de gelatina conteniendo 400mg

de polvo de lupinus o 300mg de soya molida.

Las céapsulas fueron idénticas en su presentacion y fueron amablemente preparadas por (CC-

Laboratorios, Quito - Ecuador).



Cantidades similares de los dos preparados fueron administradas segin el peso de los

voluntarios.

Para estimar la dosis de L. mutabilis, la dosis terapéutica (75 a 600mg/dia) y la toxica
(25mg/kg) fueron consideradas (7, 8).

De esta manera, se estim6 que 3,125 mg/Kg peso era seguro para el ensayo. La cantidad de
granos que contienen 3,125 mg del alcaloide fue de 98, 4 gramos.

La cantidad de alcaloide presente en L. mutabilis crudo fue medido previamente como se

describe anteriormente y estd indicado en la Tabla 1 (70).

Tabla 1. Contenido de Alcaloides de Lupinus mutabilis.

Type of Sample

Grano crudo con cascara 3,26+/-0,135 Contenido en porcentaje (%
Grano cocido con cascara 0,75 +/- 0,02 P/P¥*)

Grano cocido sin cascara 0,3034 +/- 0,008

Agua usada para cocinar el | 2,09 (% V/V*¥)

grano crudo

*P/P: peso/peso
** V/V: volumen/volumen

Medidas antropométricas

Para determinar el peso y la altura de cada participante se utilizaron escalas clinicas
estandarizadas. Dichas variantes fueron tomadas con los participantes usando ropa liviana, sin
zapatos (13). La medida de cintura fue realizada con una cinta métrica de plastico con ropa
liviana. Con el sujeto de pie la medida se realizé en el pliegue entre la Ultima costilla y la
cresta iliaca pasando por el ombligo. Las medidas fueron tomadas al final de la espiracion no

forzada. Se tomo una segunda medida y el promedio de estas fue registrado.



Glucosa, insulina y el Modelo para la determinacion del indice de resistencia a insulina segun
el HOMA (homeostasis model assessment-estimated insulin resistance HOMA, por sus siglas
en inglés)

La glucosa sérica fue medida usando el método de glucosa oxidasa (Roche - Diagndstico)
usando el sistema analizador automatico Hitachi Roche - 917.

La insulina sérica fue determinada usando inmunoensayo electroquimioiluminicencia (ECLIA
por sus siglas en inglés) siguiendo las instrucciones del manufacturador (Roche/Hitachi,
Quito-Ecuador) y la emision quimioiluminicente fue medida usando un sistema analitico

automatico ELECSYS 2010 (Roche Diagnostics, Quito - Ecuador).

Las determinaciones de glucosa e insulina fueron llevadas a cabo en el Laboratorio NetLab, el
cual mantiene sistemas de control de calidad internos y externos (Colegio de Patologos

Americanos, Sociedad Brasilera de Patologos Clinicos, SBOC).

Los valores del HOMA 2 fueron calculados usando una férmula modificada de Wallace et al,
Glucosa plasmatica preprandial (mg/dL) multiplicado por insulina sérica preprandial (mU/ml)
y dividida para 405 (10).

De tal modo: HOMA IR= glucosa en ayunas x Insulina en ayunas x 0,0024666
Interpretandose: Rango normal: 2,1-2,7. Alteracion tolerancia: 4,3-5,2. Diabetes tipo 2: 8,3-
9,5.

El mismo calculo fue realizado usando los valores de glucosa e insulina obtenidos a los 60 y

90 minutos posteriores a la ingesta de Lupinus o soya.



Muestras de sangre

Las muestras de sangre en ayunas fueron tomadas por personal calificado en la mafiana entre
8am, y 10am luego de un ayuno de 12 horas de los participantes. Las muestras fueron
centrifugadas por dos horas y alicuotadas. En adicion a la muestra basal, dos muestras fueron
tomadas a los 60 y 90 minutos posteriores al tratamiento. Los efectos hipoglicémicos del

alcaloide del Lupinus fueron observados en menos de 2 horas de su administracion (6).

Tratamientos
Basados en las dosis toxicas reportadas de los alcaloides de L mutabilis (25 mg/Kg) una dosis
de 3.1 mg/kg peso fue considerada segura por lo que fue usada en este estudio.

El grupo de control recibid soya en una cantidad que corresponda a la de Lupinus.

Estadisticas
Las estadisticas descriptivas tales como la media, desviacion estdndar y porcentajes fueron
calculados. Dado la naturaleza de estos datos se utilizaron pruebas estadisticas no
paramétricas.
La prueba de Kruskal Wallis fue usada para determinar la significancia para la diferencia entre
los grupos. La prueba de Wilcoxon fue utilizada para valorar las diferencias dentro de los

grupos de tratamiento.



RESULTADOS

Los datos indican que no hubo diferencias estadisticamente significantes entre los grupos
normoglicémicos y disglicémicos en las variables demograficas/antropométricas. Sin
embargo, hubo diferencias estadisticamente significantes entre los grupos normoglicémicos y

disglicémicos en todas las variables indicadas en la Tabla 2.

Tabla 2. Variables Demograficas Comparadas por Grupos

Tratamiento Edad Género Peso Altura IMC Cintura
(afios) Femenino (Kg.) (mts.) (Kg./mts (cm.)
(%) )
Normoglicémi | L. mutabilis | 21,842,6 4/16 (25) 64,8+11,2 1,71+0,1 | 22,1429 77,5£8,1
cos Soy 23,8+0,8 2/5 (40) 68,2+21,0 1,73£0,1 | 22,5+4.4 79+14,6
Disglicémicos | L. mutabilis | 55.8+12, 12/17 74,9+17 1,54+0,01 | 31,5+6,2 98+13
0 (70.6)
Soy 58,4+4,9 5/7 (71.4) 87,3+17 1,56+0,01 | 36,1+6,5 | 111,2+18.4

Efecto de Lupinus mutabilis en la glucosa e insulina sanguinea en voluntarios sanos
Veintiun voluntarios sanos fueron asignados aleatoriamente a consumir lupinus (N=16) o soya

(N=5). Los sujetos fueron admitidos en el Hospital de los Valles después de una noche en

ayuno.

Luego de realizar una Historia clinica breve y de la toma de medidas antropométricas se tomo
la primera muestra de sangre. Subsecuentemente, la dosis calculada (referirse a Sujetos y

métodos) de L mutabilis o soya fueron administrados a cada participante.



Posterior al tratamiento se tomaron muestras de sangre a los 60 y a los 90 minutos. Las

muestras fueron procesadas como ya se indic6 y la glucosa e insulina fueron medidas.

La Tabla 3 muestra la concentracion media de estos pardmetros antes y después del

tratamiento con L mutabilis o soya.

Tabla 3. Comparacion de la concentracion de insulina y glucosa sanguineas en pacientes normoglicémicos
tratados con Lupinus o soya.

Tratamiento GLUCOSA GLUCOSA GLUCOSA P —value P — value
0 MIN 60 MIN 90 MIN 0 vs. 60 min 0 vs. 90 min
p+DE u+DE p = DE
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Lupinus (N=16) 82,8 +6,2 81,3+6,6 80,3+5,2 0.36 0.08
Soya (N=5) 83,4+5,8 80,0 £9,3 81,4+9,7 0.35 0.89
INSULINA INSULINA INSULINA P —value P — value
0 MIN 60 MIN 90 MIN 0 vs. 60 min 0 vs. 90 min
MU + DE WU + DE uU + DE
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Lupinus (N=16) 7,3+3,7 7,8+3,6 6,5+4 0.44 0.37
Soya (N=5) 10,4 +£9,7 10,5+9,6 6,8+6,8 1.00 0.14

Los datos de dicha tabla indican que el consumo de L mutabilis o soya no inducen cambios
estadisticamente significativos en la glucosa o insulina después de los 60 y 90 minutos de

tratamiento dentro del grupo de voluntarios sanos.

Posteriormente, el potencial efecto hipoglicémico de L. mutabilis fue evaluado en voluntarios

con concentraciones elevadas de glucosa preprandial que no reciben ningin tipo de

tratamiento hipoglicémico.

Efecto de Lupinus mutabilis en la glucosa e insulina sanguinea en voluntarios disglicémicos



Los voluntarios para esta fase del estudio fueron parientes en primer grado de pacientes con
Diabetes o con sobrepeso u obesidad. La mayoria de los participantes fueron reclutados en una
Unidad endocrinologica. Veinticuatro voluntarios fueron asignados aleatoriamente para
consumir L. mutabilis (N=17) o soya (N=7) y fueron tratados similarmente que el grupo de

voluntarios sanos que eran normoglicémicos tal como se describe previamente.

Las comparaciones dentro de los grupos indican que el consumo de L mutabilis disminuye la
concentracion de glucosa sanguinea a los 60 minutos, pero la disminuciéon no fue
estadisticamente significante. Sin embargo, la ingesta de L mutabilis produjo un descenso

significativo de la insulina sérica a los 90 minutos del tratamiento.

No se observaron otros cambios estadisticamente significativos posterior al tratamiento con L.
mutabilis. Por otra parte la ingesta de soya no causo ningiin cambio ni en la glucosa o insulina

durante el estudio, como se observa en la Tabla 4.

Tabla 4. Comparacion de la concentracion de insulina y glucosa sanguineas en pacientes disglicémicos
tratados con Lupinus o soya.

Tratamiento GLUCOSA GLUCOSA GLUCOSA P — value P —value
0 MIN 60MIN 90MIN 0 vs. 60 min 0 vs. 90 min
U+ DE U+ DE 1+ DE
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Lupinus 107,5+ 14,4 103,4 +7,2 105,3+6,8 0,08 0,51
(N=17)
Soya (N=7) 102,3+6,4 100,6 4,8 102,9+7,0 0,35 0,92
INSULINA 0 INSULINA INSULINA P — value P —value
MIN 60 MIN 90 MIN 0 vs. 60 min 0 vs. 90 min
KU + DE MU + DE uU + DE
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Lupinus 13,3+ 16,0 9,9+84 9,3+7,7 0,12 0,00
(N=17)
Soy (N=7) 15,7+8,9 18,4+9,2 11,7+ 7,0 0,06 0,18




Un andlisis de cerca de los datos indican que la mayor variabilidad en las concentraciones de

glucosa e insulina se observaron en individuos que consumieron L. mutabilis y en quienes la

concentracion de glucosa era mayor de 100 mg/dL.

El andlisis estadistico de las variaciones en la glucosa e insulina sanguinea en sujetos con una

glucosa mayor a 100 mg/dL se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Comparacion de la concentracién de insulina y glucosa sanguineas en pacientes disglicémicos

tratados con Lupinus o soya con nivel basal de glucosa > 100 mg/dL.

Tratamiento GLUCOSA GLUCOSA GLUCOSA P - value P - value
0 MIN 60MIN 90MIN 0 vs. 60 min 0 vs. 90 min
p+DE 1+ DE p=DE

(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Lupinus 1142+11,6 105,4+5,6 107,8 £ 5,6 0,00 0,03
(N=12)
Soya (N=5) 105,2+5,0 102,4+43 1042 +£6,7 0,28 0,46
INSULINA INSULINA INSULINA P - value P - value
0 MIN 60 MIN 90 MIN 0 vs. 60 min 0 vs. 90 min
U = DE U + DE U + DE
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Lupinus 15,1 +£18,6 11,0£9,6 10,0 + 8,9 0,15 0,00
(N=14)
Soya (N=5) 12,2+55 14,4+52 8,4+4,8 0,23 0,23

Dicha tabla muestra que estos sujetos tuvieron una disminucion significativa de la
concentracion de glucosa a los 60 y 90 minutos del tratamiento, ademas las concentraciones de

de insulina también disminuyeron significativamente en comparacion de los niveles basales a

los 90 minutos.

El consumo de soya no provocod cambios en los niveles de glucosa ni de insulina, como se

demuestra en la Figura 1 paneles C y D.
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Figura 1. Niveles sanguineos de glucosa e insulina en voluntaries tratados con Lupinus o soya. Panel A
glucosa y B insulina, Grupo de Lupinus. Panel C glucosa y D insulina, Grupo de soya. NG =

normoglicémico; DG = disglicémico

Diferencias entre los grupos de tratamiento

Las comparaciones realizadas entre los grupos que consumieron L mutabilis con los que

consumieron soya muestran que no hay diferencias estadisticamente significativas en los

niveles de glucosa.

Sin embargo, es notorio que en individuos con disglicemia severa que consumieron L
mutabilis hubo una disminucién significativa en los niveles de glucosa a los 90 minutos, como

lo demuestra la Figura 1 panel A, mientras que en el grupo que consumi6 soya no la hubo,

Figura 1 panel C.




Los datos de concentracion de insulina muestran que solo en el grupo disglicémico hubo una
diferencia significativa entre los tratamientos de L. mutabilis y soya a los 60 minutos (p =

0.039).

La figura 1 panel B vs. D indican que en individuos normoglicémicos hubo cambios minimos
en la concentracion de insulina luego de la ingesta de L. mutabilis o soya, mientras que en los
voluntarios disglicémicos las concentraciones de insulina disminuyeron con el consumo de L.
mutabilis mientras que la concentracion de insulina en el grupo de la soya aument6. Es mas,
hubo un efecto inhibitorio progresivo de L. mutabilis en la insulina sérica que fue dependiente
de la concentracion basal de glucosa. Mientras mas alto el nivel de glucosa basal mayor fue el

efecto inhibitorio de L. mutabilis en el nivel de insulina a los 60 y 90 minutos post tratamiento.

Para evaluar los cambios en la resistencia a la insulina en los grupos de tratamiento se utilizd
el Homeostatic model assessment (HOMA). El HOMA indica los grados de resistencia de

insulina (IR) basados en los niveles de glucosa e insulina en ayunas (Wallace et al., 2004).

Se conoce que solo las concentraciones en ayunas de glucosa e insulina se usan para estimar el
HOMA. Sin embargo, para valorar el efecto potencial del consumo de L. mutabilis en la
resistencia a la insulina el HOMA 2 fue también calculado a los 60 y 90 minutos posteriores al
tratamiento. Valores de HOMA-IR mayores a 4,3 son anormales e indican intolerancia a la

glucosa o Diabetes tipo II.



Los datos indican que en individuos normoglicémicos los valores de HOMA fueron

mantenidos en el rango normal posterior al consumo de Lupinus o soya, como demuestra la

Figura 2 paneles A y C.
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Figura 2. HOMA en voluntarios tratados con Lupinus o soya. Panel A sujetos normoglicémicos, grupo de
Lupinus. Panel B sujetos disglicémicos, grupo de Lupinus. Panel C sujetos normoglicémicos, grupo de soya.

Panel D sujetos disglicémicos, grupo de soya.

Por otra parte, en individuos disglicémicos que consumieron L. mutabilis hubo una

disminucion en el HOMA-IR a los 60 y 90 minutos, Figura 2 panel B.



En el grupo disglicémico de L. mutabilis el valor significativo de HOMA-IR fue de un franco
valor basal anormal a valores normales a los 60 y 90 minutos del tratamiento, Figura 2 panel

B.

Ademas, en sujetos disglicémicos que consumieron soya mostro inicialmente un aumento
luego de los 60 minutos y subsecuente una disminucién a los 90 minutos en los valores
HOMA-IR, Figura 2 panel D. En este ultimo grupo, HOMA-IR siempre se mantuvo en el

rango anormal.

Algunos pacientes que recibieron L. mutabilis experimentaron mareo, hipotension y vision

borrosa.

10 de 33 sujetos que consumieron L. mutabilis reportaron mareo transitorio. En el grupo de

normo-glicémicos 2 de 21 (9.5%) y en el grupo disglicémico 8 de 24 (30.3%).

2 de los individuos con disglicemia que reportaron mareo presentaron hipotension y 1 de ellos

vision borrosa.

Ninguno de los voluntarios que consumieron soya reportaron algun efecto adverso.



DISCUSION

Los datos presentados muestran que el consumo de L. mutabilis por individuos jovenes sanos

de peso normal no cambi¢ significativamente los niveles de glucosa e insulina sanguineos.

Por otra parte, el consumo de dosis similares de L. mutabilis por individuos disglicémicos
(glucosa en ayunas > 100 mg/dL) disminuyeron significativamente los niveles de glucosa e

insulina sanguinea.

El efecto de L. mutabilis fue mayor en aquellos pacientes con niveles elevados de glucosa

basal.

Los efectos inhibitorios de L. mutabilis no se observaron en los grupos de control que
consumieron soya. Ademads, una reduccién significativa en los niveles de insulina se
observaron en el grupo de L. mutabilis comparado con el grupo de soya alos 60 minutos del

tratamiento.

Solo el tratamiento con L. mutabilis mejoré la resistencia a la insulina en los sujetos
disglicémicos mientras que los fueron tratados con soya, no. Estos datos demuestran que el

consumo de L. mutabilis tiene efectos metabolicos importantes.

Trabajos previos in vitro y en vivo indican que los alcaloides de /upinus spp causan efectos

metabolicos importantes, los cuales concuerdan con el presente repote. Asi, Garcia Lopez et al



reporta que los alcaloides quinolizidinicos del lupinus spp inducen la liberacion de insulina de
los islotes pancredticos de ratas normales (4). Este efecto secretagogo fue mayor en islotes
cultivados con concentraciones altas de glucosa que en islotes cultivados con concentraciones
bajas. Sin embargo, algunos alcaloides, como el 2-tionoesparteina, inducen a la secrecion de
insulina incluso en aquellos islotes cultivados en medios con concentraciones bajas de
glucosa. Y, alcaloides como la lupanina el alcaloide mas abundante de L. mutabilis, solo
induce a la liberacion de insulina por los islotes que son cultivados en concentraciones altas de

glucosa (4).

En el presente estudio, los alcaloides de L. mutabilis, incluyendo la lupanina, disminuyeron los

niveles de glucosa sanguinea unicamente en individuos con niveles altos de glucosa.

Esta observacion fue evidente en un voluntario con glucosa en ayunas de 143 mg/dL en el cudl
su glicemia cay6 a 112 mg/dL a los 90 minutos del consumo de Lupinus. Esto representa una

disminucion del 22% de glucosa en sangre.

En un modelo en vivo de diabetes inducida por estreptozotocina la inyeccion intraperitoneal
de alcaloides quinolizidinicos provocaron un descenso en las concentraciones de glucosa (5).
En dicho estudio no todos los alcaloides mostraron el mismo efecto hipoglicémico. De esta
forma, en animales con diabetes tratados tnicamente con lupanina no hubo una disminucion
en la glucosa sanguinea, mientras que en los tratados con 2-tionoesparteina hubo una
disminucion importante en la glucemia a los 90 y 120 minutos posterior a la administracion

del alcaloide (5). Esta disminucion de la glucosa fue similar a la observada posterior al



tratamiento con glibenclamida, una droga comunmente usada para disminuir la glucemia. Sin
embargo, la administracion de alcaloides quinolizidinicos a ratas no diabéticas no provocaron

cambios en las concentraciones de glucosa (5).

Con respecto a la insulina solo la administracion de 2-tionoespartaina aumento
significativamente los niveles plasmaticos de insulina en animales no diabéticos, en aquel
estudio el tratamiento con el alcaloide aument6 los niveles de insulina sanguineos aunque el

aumento no fue significativo (5).

Estudios clinicos en voluntarios sanos o en individuos con Diabetes tipo Il han demostrado
que la administracion intravenosa de alcaloides de lupinus spp disminuyen la glucemia y
aumentan la insulina. Asi, la administracion de sulfato de esparteina (240 mg IV) disminuye la

glicemia a los 20 minutos de la infusion en pacientes sanos (8).

La disminucioén de la glucosa estuvo acompafiada con un incremento de la insulina sérica que
también ocurrid a los 20 minutos de la infusion. Estos resultados no concuerdan con el modelo
animal de diabetes discutido anteriormente donde luego de la administracioén del alcaloide no
hubo cambios en los niveles de glucosa ni de insulina en animales que no desarrollaron

diabetes (5).

Los resultados presentados en este estudio indican que la administracion oral de L. mutabilis
crudo no afecta a los niveles de glucosa o insulina en voluntarios sanos. Los cambios limitados

observados en la glucosa e insulina sanguinea pueden deberse al hecho de que los



participantes voluntarios fueron jovenes sanos. En sujetos sanos las concentraciones de
glucosa se regulan normalmente, manteniendo rangos constantes de glucosa entre 70 a 100

mg/dL.

Por otro lado, Paolisso G. et al, han reportado que la administracion intravenosa de sulfato de
esparteina (240 mg IV) a sujetos con Diabetes tipo II disminuye la glucemia y aumenta la
insulina (6). En dicho estudio, cambios en la glucosa e insulina fueron evidentes a los 40
minutos de infusidon intravenosa del alcaloide. En el presente estudio, hubo también una
disminucion en la glucosa en los voluntarios disglicémicos posterior a los 60 minutos del
consumo de lupinus. En cuanto a la insulina, en contraste a las observaciones de Paolisso G. et
al, en el presente estudio no hubo un aumento en los niveles de insulina, por el contrario hubo

una disminucion significativa de la hormona a los 90 minutos del tratamiento.

Una potencial explicacion a estas diferencias puede ser el hecho que en el presente estudio la
insulina fue medida Unicamente a los 60 y a los 90 minutos después de la ingesta de L.
mutabilis mientras que Paolisso et al midio la insulina cada 10 minutos durante una hora. Esto
les permiti6 medir el pico maximo de insulina posterior a la liberacion desde las células
pancreaticas (6). Ademas, el tipo de tratamiento usados en el presente y los estudios indicados
pueden explicar los diferentes resultados en los niveles de insulina. En los estudios indicados
anteriormente con individuos sanos asi como en pacientes con Diabetes tipo II se usaron
alcaloides purificados de lupinus spp via intravenosa (6, 8), mientras que en el presente
estudio granos de L. mutabilis crudo fueron administrados via oral. Los alcaloides purificados

y el Lupinus crudo pueden tener diferente farmacocinética.



El grano de Lupinus crudo contiene varios alcaloides y micro y macronutrientes que pueden
modular la actividad secretagoga de los alcaloides, el efecto potencial en los receptores de

insulina, y la vida media de la insulina (4).

La insulina es metabolizada en el higado después de su liberacion del pancreas en un tiempo
relativamente corto, aproximadamente 3.5 minutos. La insulina que alcanza la periferia,
musculos y tejido adiposo, después de unirse a su receptor se internaliza por las células y
subsecuentemente degradadas (71). Durante este proceso las células blanco son estimuladas
para permitir la captacion de glucosa a través del transportador de glucosa GLUT-4. Ambos
eventos, la captacion de insulina y el transporte de glucosa dentro de las células pueden
explicar las observaciones presentes de la disminucion de glucosa e insulina posterior al

consumo de L. mutabilis.

Ademas, la mejoria del HOMA-IR observado en sujetos con disglicemia que tomaron L.
mutabilis puede ser también el resultado de la disminucion de los niveles de glucosa e insulina

sanguineas (10).

No hubo efectos adversos después de la ingesta de L. mutabilis en los voluntarios sanos.
Algunos individuos con disglicemia mostraron mareos transitorios, hipotension y vision
borrosa. Estos efectos adversos han sido reportados en individuos con polimorfismos de la
enzima ‘“hidroxilasa debrisoquina” que es responsable del metabolismo del alcaloide
esparteina (72). De este modo se requiere estudiar el efecto de los alcaloides aislados, para

determinar su posible accion y mecanismo (73).



Limitaciones del Estudio

En el presente estudio encontramos hallazgos que son estadisticamente significativos, tales
como el efecto hipoglicémico en cuanto a la reduccion de glucosa e insulina en pacientes
disglicémicos, debido al valor p < 0,05 obtenidos, lo que significa que es menor la
probabilidad de que los resultados obtenidos se deban al azar y mayor evidencia hay en contra

de la hipdtesis nula.

Una de las limitaciones del estudio es la carencia de estimacion de intervalos de confianza, los
cuales podrian facilitar la interpretacion de los resultados en términos de magnitud y
relevancia clinica, proporciondndonos una idea de la precision con la que se ha efectuado la
estimacion de la magnitud y de la direccion del efecto. Dado la naturaleza inicial del estudio
como “piloto”, no se dispuso de suficiente numero de pacientes para obtener hallazgos
significativos en todos los grupos, por lo que carece de un andlisis adecuado del poder
estadistico de la investigacion. Sin embargo, la capacidad del estudio para encontrar

diferencias entre los grupos de soya y Lupinus en disglicémicos, si es significativa.

De este modo es recomendable evaluar a posteriori la potencia del efecto hipoglicémico de L
mutabilis, con un tamano de muestra mayor, realizando mediciones continuas de glucosa e
insulina, con el fin de discernir si el estudio posee el poder necesario para detectar una

diferencia o un efecto relevante entre los grupos.



CONCLUSIONES

Debido a la necesidad de crear terapias alternas que ofrezcan mas beneficios, menores efectos
adversos y de menor precio para el tratamiento de enfermedades hiperglicémicas prevalentes en
nuestro pais que causan problemas al sistema de salud, se desarrollo la idea de emplear

recursos naturales de facil acceso para nuestra poblacion.

Por esto, respondiendo a la pregunta formulada en nuestro estudio si el efecto hipoglicemiante
es significativo tras la administracion oral de Lupinus mutabilis en pacientes sanos y en
pacientes con disglicemia podemos, segun los resultados, concluir que el preparado en forma
cruda, a dosis no toxicas, seguin el peso del participante, en el caso del grupo normoglicémico
no produce alteraciones ni en la glicemia e insulina medidas post tratamiento en diferentes
tiempos, ni en la evaluacion de resistencia a insulina seguin el HOMA (Homeostatic Model
Assesment), probablemente por la adecuada regulacion de glucosa e insulina en dichos

sujetos.

Sin embargo, se encontraron resultados positivos en el segundo grupo de estudio, aquellos con
disglicemia, en los que se encuentra disminucion en la glucosa e insulina post tratamiento a
dosis similares, el efecto de L. mutabilis fue mayor en aquellos pacientes con niveles elevados
de glucosa basal.

Solo el tratamiento con L. mutabilis mejoré la resistencia a la insulina en los sujetos

disglicémicos, lo que demuestra que el consumo de L. mutabilis tiene efectos metabodlicos



importantes. Principalmente debido a los alcaloides quinolizidinicos del /upinus spp inducen la
liberacion de insulina de los islotes pancreéticos tanto en modelos animales y en humanos.

En estudios con individuos sanos asi como en pacientes con Diabetes tipo II se usaron
alcaloides purificados de /upinus spp via intravenosa, mientras que en el presente estudio
granos de L. mutabilis crudo fueron administrados via oral. Los alcaloides purificados y el
lupinus crudo pueden tener diferente farmacocinética y modular la actividad secretagoga, el
efecto potencial en los receptores de insulina, y la vida media de la insulina.

Por ultimo, la anormalidad del HOMA-IR en sujetos con disglicemia que tomaron L.
mutabilis, mejor6 como resultado de la disminucién de los niveles de glucosa e insulina
sanguineas.

Los efectos inhibitorios de L. mutabilis no se observaron en los grupos de control que

consumieron Soya.

Lo anteriormente mencionado nos abre las puertas a un campo de investigacion promisorio

para la mejora del sistema de salud en nuestro pais.



RECOMENDACIONES

El consumo de Lupinus crudo sin supervision médica debe ser evadido para evitar la potencial

toxicidad y efectos adversos indeseables.

Se requieren estudios adicionales para determinar si dosis menores de Lupinus mutabilis

disminuyen los niveles de glucosa e insulina en sangre.

Hasta el momento, hay evidencia que el efecto dura al menos 90 minutos, que fue el tiempo en
el que se midieron los ultimos valores en este estudio, por lo que se recomienda estudios que

midan niveles a largo plazo y determinar la vida media de los alcaloides

Estudios futuros de la farmacocinética de L. mutabilis y sus componentes podran esclarecer su

efecto en las células pancreaticas asi como en las células blanco de la insulina.

Se requieren estudios que midan los niveles de glucosa e insulina en menos tiempo para

realizar comparaciones con estudios ya mencionados.

Estudios que comparen los efectos del Lupinus crudo con el efecto estimado de alcaloides

aislados también se necesitan.
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ANEXOS

Universidad San francisco de Quito | ***

1. Consentimiento Informado para Participar en una Investigacion Clinica

Tiene el Lupinus mutabilis (chocho) un efecto significativo en la reduccion del azicar en la
sangre?

Se le solicita que participe como voluntario para una investigacion destinada a estudiar los efectos de
Lupinus (chocho) como hipoglicemiante (reduce azicar en sangre) en sujetos sanos.

Usted es un participante idoneo para la investigacion ya que segun su perfil médico previamente
realizado, Ud. es un sujeto sano, corresponde al grupo de edad en estudio, sin antecedentes de
enfermedades que se correlacionen con problemas de aziicar en la sangre, ademés, su indice de Masa
Corporal (IMC) y su glucosa se encuentran en los valores normales.

Objetivo del Estudio: El objetivo de esta investigacion es comprobar si el consumo de Lupinus en
diferentes preparados y dosis puede reducir el azucar de la sangre. Hay estudios que afirman su accion
sin embargo se desconoce el preparado y la dosis ideal para causar efecto en los humanos. Los
preparados que se utilizaran en el presente estudio ya han sido analizados sus componentes y se
utilizaran dosis no toxicas.

Procedimiento: En vista de que este es un estudio aleatorizado (su asignacion al grupo de tratamiento
sera unicamente producto del azar), Ud. podria recibir chocho o podria recibir maiz. Durante su
participacion en el estudio Ud. estara supervisado y controlado por personal médico calificado.

Si Ud. desea puede abandonar su participacion en el estudio en cualquier momento, sin que esto
represente ningun perjuicio o penalidad para Ud. Se estima que su participacion en el estudio tendra
una duracién de aproximadamente 2 horas.

Riesgos y Molestias: Con ¢l proposito de monitorizar los posibles cambios de glucosa en la sangre se
le realizaran 3 tomas (pinchazos). No se prevé una disminucién brusca de la glicemia que podria causar
manifestaciones, en caso de que esto sucediera se le administrard glucosa por via oral para aliviar
dichos sintomas.

Durante su participacion se le realizaran las siguientes mediciones y pruebas:

e Medicién de peso y altura para calcular su indice de masa corporal

*  Medicion de su didmetro de cintura

* Obtencion de 1 muestra de sangre en ayuno y 2 después de ingerir el tratamiento asignado
(chocho o maiz en capsulas) a los 60 y 90 minutos.

* Durante el tiempo de espera de la accion del preparado no debe ingerir ningin tipo de
alimento.

* Llenar un cuestionario auto administrado de maximo 10 minutos sobre su vida cotidiana y la
medicacion que pudiera tomar



* Ud. podria ser excluido del estudio si NO cumple con los procedimientos del estudio.

Costos: La participacion en este estudio no implicara para usted ninglin costo. Todos los examenes y
estudios que este trabajo involucra son realizados con fines meramente investigativos y seran gratuitos
para usted.

Beneficios Potenciales: Si bien no hay ningin beneficio directo por su participacion en el estudio,
segun los resultados obtenidos las preparaciones de Lupinus podrian ser empleadas en la prevencion o
tratamiento de enfermedades como Sindrome Metabdlico y Diabetes Mellitus.

Confidencialidad: Todos sus datos personales que se obtengan de su participacion en este estudio
seran estrictamente confidenciales. En todos los registros del estudio usted sera identificado por un
codigo, la informacion obtenida a partir de sus muestras de sangre y de los cuestionarios realizados
seran analizados unicamente por los investigadores a cargo de este estudio quienes tendran
conocimiento de su nombre. Su nombre no serd utilizado en ninguna publicacion o informe. La
informacion en papel o computarizada sera almacenada en un sitio totalmente seguro.

Luego de la firma de este formulario le serd entregada una copia para que Ud. la conserve.

Cédigo del participante

2. Consentimiento para participar:

Tiene el lupinus (chocho) un efecto significativo en la reduccion del azicar en la sangre?

He leido el consentimiento informado para participar del presente estudio, o ha sido leido para mi por:
Todos los puntos que no he entendido han sido explicados y
clarificados por: , y mis consultas han sido correspondientemente
contestadas por: . Certifico que estoy / no estoy (hacer un circulo donde
corresponda) participando actualmente en otros estudios investigativos, y que he conversado sobre los
posibles efectos que esta actividad puede traer aparejada, con los directores a cargo de este estudio. En
total conocimiento de las implicaciones de este acto, acepto voluntariamente ser participe del presente
estudio, a través de la Universidad San Francisco de Quito. En caso de cualquier inquietud o reclamo
contactar al Dr. Mauricio Espinel Director del Comité de Bioética de la Universidad San Francisco de
Quito al teléfono 297-1975.

Reconozco que me ha sido entregada una copia de mi Consentimiento Informado para mi archivo
personal. El original serd conservado por los investigadores.

Nombre y Apellido del Participante:

Lugar de nacimiento:




Domicilio:

No. Teléfono:

Firma del Participante

Edad = afios

Peso = kg.

Talla = m.

IMC =

Diametro cintura = cm.
Presion Arterial = / mmHg

Firma del Investigador

3. Datos del paciente

Tiene usted alguna enfermedad de importancia? Cuales?

Toma algtin tipo de medicacion?

Tiene antecedentes en su familia de hipoglicemia, diabetes?

Hace cuantas horas fue su ultima comida?

Cédigo del participante

ESPACIO PARA INVESTIGADORES NO LLENAR POR FAVOR

MEDICIONES

60° 90°

GLUCOSA
mg/dl

INSULINA







