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RESUMEN.

La diabetes mellitus es una enfermedad en la que el sujeto que la padece tiene
alteraciones del metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas, junto con una relativa
o absoluta deficiencia de 1a secrecion de insulina y grados variables de resistencia a ésta,
1a diabetes mellitus de larga evolucién incrementa las tasas de morbilidad y mortalidad a

nivel mundial,

Por otro lado, el hombre desde la antigiiedad, ha utilizado los recursos naturales
para lograr curar sus enfermedades, de ahi la importancia de la medicina herbolaria y que
en nuestro pals sigue siendo ampliamente utilizada, debido a la atribucién de ciertos
efectos farmacolégicos. En anteriores estudios fitoquimicos de algunas plantas con
actividad antidiabética se ha identificado a! triterpeno B-Lupeol como un compuesto
comim, sin embargo no se tienen antecedentes de que este compuesto presente actividad
antidiabética, por lo que en el presente trabajo se realizd el aislamiento y purificacion de
P-Lupeol, aislado del extracto hexanico de la corteza del PseudoBombax ellipticum,

planta medicinal mexicana, a la cual se le atribuyen propiedades antidiabéticas.

Para verificar si el P-Lupeol era el responsable de dicha actividad en la planta, se
realizé la evaluacidn farmacolégica de su actividad hipoglucemiante, antihiperglucémica
de! B-Lupeol administrado por via oral en ratén albino, y la evaluacion de la actividad

antidiabética de -Lupeol en ratdn albino diabetizado con alloxan,

Los resultados que arrojé este trabajo mostraron que el B-Lupeoi ne presenta
actividad hipoglucemiante, antihiperglucémica, ni antidiabética, evaluado por via oral en
ratones. Sin embargo en un estudio adicional de la actividad hipoglucemiante del B-
Lupeol administrado por via intraperitoneal, si present6 actividad hipoglucemiante rapida
y de corta duracién al disminuir los niveles de glucosa sanguinea hasta 40.23% a los 3

minutos.



valoracion de su actividad antidiabética en ratones,

1. INTRODUCCION.

La diabetes mellitus es una enfermedad en la que el sujeto que la padece tiene
alteraciones del metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas. junto con una
relativa o absoluta deficiencia de la secrecién de insulina y grados variables de
resistencia a ésta, en la mayoria de los pacientes con larga evolucidén de la
enfermedad aparecen complicaciones microangiopaticas y macroangiopaticas ([slas y
Lifshitz, 1993).

Ademds de constituir 1a diabetes mellitus un problema de salud mundial,
debido a que un alto porcentaje de ta poblacion desarrollara esta enfermedad después
de los 40 afios ya que suele estar muy relacionada con la dieta, vida sedentaria y el
ciclo de vida més largo. Asi mismo la Secretaria de Salud reporta que hasta la semana

50 de 1998 se presentaron 275,999 nuevos casos de diabetes mellitus.

El tratamiento de la diabetes mellitus es por medio de una dieta pobre en
carbohidratos, inyecciones de insulina o administracion de agentes hipoglucemiantes
orales (Sulfonilureas, pirimidilbencenosulfamidas, biguanidas), en los dltimos afios
han surgido otros caminos para el control de la diabetes, como son la administracion

de fibras dietéticas y la inhibicién de las a-glucosidasas intestinales (Florez, 1992},
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No obstante desde la antigiledad el hombre ha utilizado los recursos naturales
a su alcance para el control y alivio de sus enfermedades. En México existen muchas
plantas a las cuales se les atribuyen propiedades antidiabéticas y que se siguen
consumiendo en la actualidad por tradicidn y economia. En estudios fitoquimicos
realizados en muchas plantas antidiabéticas se ha identificado al triterpeno (-Lupeol.
como un componente comin de éstas, por lo que se considera importante realizar la
evaluacién de la actividad antidiabética del (-Lupeol para permitir establecer su
participacion en las propiedades terapéuticas de las plantas antidiabéticas en las que

S€ encuentra.

©J
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2. FUNDAMENTO TEORICO.

2.1. DIABETES MELLITUS.

La dfabetes mellitus es una enfermedad determinada genéticamente en la que
el sujeto que la padece tiene alteraciones del metabolismo de carbohidratos, grasas y
proteinas, junto con una telativa o absoluta deficiencia en la secrecion de insulina y
con grados variables de resistencia a ésta. Cuando la enfermedad alcanza pleno
desarrollo, se caracteriza por hiperglucemia ¢n ayunas y, en la mayoria de pacientes
con larga evolucién de la enfermedad, aparecen complicaciones microangiopaticas.
en espectal renales y de los ojos, asi como macroangiopatia con afeccién de arterias

coronarias, enfermedad vascular periférica v neuropatia (Islas y Lifshitz, 1993).

La diabetes mellitus podria clasificarse con base en la etiologia o patogénia, y
para que una clasificacion sea Gtil, han de tomar en cuenta aspectos de diagndstico,
tratamiento y epidemioldgico. El Comité de Expertos de la Organizacion Mundial de
ia Salud (OMS) presento la clasificacién de la diabetes mellitus (Tabla 1) en 1980 y

se revisd nuevamente en 1985 (Islas y Lifshitz, 1993)
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Tabla 1. Clasificacion de la diabetes mellitus y otras categorias relacionadas.

A. CLASES CLINICAS
DIABETES MELLITUS (DM)

Diabetes mellitus dependiente de insulina o tipo | (DMID)
Diabetes mellitus no dependiente de insulina o tipo II (DMND)
No obeso
Obeso
Diabetes mellitus relacionado con mal nutricién (DMRM)
Diabetes pancredtica fibrocalculosa
Diabetes relacionada con desnutricién con deficiencia proteica
Diabetes asociada con otras situaciones o sindromes
Enfermedad pancreatica
Enfermedad de etiologia hormonal
Inducida por sustancias quimica o firmacos
Anommalidades de la molécula de insulina o sus receptores
Ciertos sindromes genéticos
Miscelaneas
Diabetes mellitus gestacional (DMG)

Anormalidades de la tolerancia a la glucosa (ATG)
No obeso
Obeso
Asociada con otras situaciones o sindromes

B. CLASES CON RIESGO ESTADISTICO *

Anormalidad previa de tolerancia a la glucosa

DM o ATG previas, sin alteracion bioquimica importante con historia
familiar de DM, macrosomia, problemas obstétricos, miembros de
tribus con prevalencia alta de DM, gemelos idénticos a otro con DM
anticuerpos a islotes positivos, Obesos.

& Sujetos con tolerancia a la glucosa normal, con riesgo aumentado a
desarrollar diabetes (islas y Lifshitz, 1993)
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2.2. DIAGNOSTICO DE LA DIABETES.

Un diagndstico bien realizado permite identificar los sintomas habituales para
establecer la sospecha de diabetes en aquellos pacientes en quienes la enfermedad no
se habia reconocido. Cuando los pacientes cuentan con el diagndstico de diabetes,
éste debe encaminarse a confirmar la enfermedad, revisar el tratamiento actual y
anterior que recibieron y el gradoe de control que se obtuvo desde el momento del

diagnéstico (Lerman, 1994).

Como es el caso de cualquier entidad médica, las pruebas de laboratorio deben
ser las apropiadas para evaluar la condicién médica general (Tabla 2). En el caso de
diabetes, tales pruebas ademds deben permitir establecer o confirmar el diagnéstico
de diabetes, determinar el grado de control de la enfermedad y detectar la presencia

de complicaciones asi como de otros posibles factores del trastorno (Lerman, 1994).

En cada caso es necesario determinar la frecuencia y el tipo de pruebas de
laboratorio que se emplearan para juzgar el grado de control obtenido (Lerman,
1994).
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Tabla 2. Aspectos importantes dentro de la evaluacion por ei laboratorio de la

diabetes mellitus.

® Glucosa en ayunas (plasmatica, venosa y capilar). Determinacién de glucosa al

azar para el diagnostico de pacientes asintomaticos.

e Hemoglobina glucosilada (HbA; o HbA:.).

o Perfil de lipidos en ayunas, incluyendo colesterol total, HDL*-colesterol,
triglicérido y cdlculo de LDL*- colesterol.

® Creatinina en suero en adultos.
* Examen general de orina, presencia de cuerpos cetdnicos, glucosa, proteinas,
cilindruria y examen microscopico. Determinacién de microalbuminuria (si es

posible) después de cinco afios de diabetes o después de la pubertad.

e Cultivo de orina, si el examen microscopico es anormal o si hay sintomas

urinarios.

s Electrocardiograma en adultos.

* HDL: Lipoproteinas de alta densidad y LDL: Lipoproteinas de baja densidad.
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2.3. MORBILIDAD Y MORTALIDAD DE LA DIABETES.

2.3.1. Morbilidad de la diabetes mellitus.

La diabetes mellitus comnstituye un problema de salud mundial y ¢s un

problema no solamente médico sino de los gobiernos de cada pais.

Un alto porcentaje de personas desarrollara esta enfermedad, que usualmente
aparece después de los 40 aiios ya que estd muy relacionada con la dieta, vida
sedentaria y el ciclo de vida mas largo (De la Vega, 1993).

La diabetes mellitus aparecio en el atio de 1965 dentro de las 30 principales
causas de mortalidad en México, segin la lista de las 150 causas de morbilidad de la
Clasificacién Internacional de Enfermedad (CIE) de la Organizacion Mundial de la
Salud (Vandale, 1983). En la Tabla 3 se presenta la morbilidad hospitalaria por
diagnéstico de la diabetes mellitus, clasificado por sexo y dias de estancia de las
diferentes instituciones del pais en 1996 (INEGI, 1998).

En México la tasa de incidencia de la diabetes ha aumentado durante los
ultimos afios y continua aumentando; en 1922 la tasa fue de 2.5 y para el afio de 1982
aumento a 23.0. En 1984 la diabetes mellitus se encontraba entre una de las 20
principales causa de mortalidad, ocupando el 5° lugar entre personas de 35 a 44 afios,
el 2" entre las edades de 45 a 54 afios y el primero entre personas de 53 afios ¥ maés

(INEGI, 1985; Gonzalez, 1988).



Tabla 3. Morbilidad hospitalaria por diagnéstico de diabetes mellitus en 1996.

INSTITUCION HOMBRES | MUJERES | DIAS DE ESTANCIA
Sistema Nacional de Salud 40, 027 54,273 613, 663
Secretaria de Salud (Hospitales) 5,580 8,148 88,154
Secretarfa de Salud (Institutos 62 1,034 733
Nacionales)
Instituto Mexicano del Seguro 25, 105 32,230 361, 628
Social

IMSS - Solidaridad 1,155 1,904 18,319

ISSSTE 5, 602 8,236 101, 695

Secretaria de 1a Defensa Nacional 611 1, 196 16, 726
Secretaria de Marina 291 234 1,934
Departamento del Distrito Federal 723 715 11,208

Un informe preliminar del sistema dnico de informacién para la vigilancia

epidemiolégica en México reporta 164, 788 casos nuevos de diabetes mellitus hasta la

semana 50 de 1998; aumentando un 31.076 % con respecto a cifras reportadas el afio

pasado (Epidemiologia, 1998).

2.3.2. Mortalidad por causa de Ia diabetes mellitus.

Dentro de las 10 principales causas de defuncién en México en 1983 se

encuentra la diabetes mellitus ocupando el 4° lugar con una tasa de 19.6 en el caso del

sexo masculino y el 1% lugar con una tasa de 19.7 para el sexo femenino (De la Vega,

1993).




En 1996 la diabetes mellitus ocupé el 4 tugar entre las defunciones registradas

segun causas principales de monalidad con un total de defunciones de 34,865

ocupando el 4° [ugar general en hombres con 15, 459 defunciones, y el 3 lugar

general en mujeres 19,402 defunciones. En la Tabla 4 se presenta la mortalidad por

causa de la diabetes meltitus en 1996 (INEGI, 1998).

Tabla 4. Mortalidad por causa de la diabetes mellitus en 1996.

EDAD SITIO QUE SITIO QUE NO. DE NO. DE TOTAL DE
(ANOS) OCUPA OCUPA DEFUNCIONES | DEFUNCIONES | DEFUNCIONES
CAUSANDO | CAUSANDO | DE HOMBRES | DE MUJERES
MUERTEEN | MUERTEEN
HOMBRES MUJERES
5-14 20 20 - - 57
15-24 16 12 82 113 195
25-34 8 6 317 220 537
3544 7 4 787 592 1,379
45-64 4 2 5. 770 6, 400 12,170
65- méis 3 3 8, 444 11,978 20,422
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2.4, TERAPEUTICA DE LA DIABETES MELLITUS.

2.4.1. Insulinoterapia.

El descubrimiento en 1921 de la insulina por el médico Frederick G. dio
principio a la endocrinologia contemporanea, y estas experiencias condujeron a la
produccion masiva de la insulina, debido a lo cual surgieron grandes avances en el

tratamiento de la diabetes (Islas y Lifshitz, 1993).

La secrecidn de insulina es un proceso regulado de manera estrecha, disefiado
para proporcionar concentraciones estables de glucosa en sangre tanto en ayunas
como en la alimentacién. Esta regulacién se logra por medio de la interaccién de
diversos nutrimentos, hormonas gastrointestinales, hormonas pancreaticas y

_neurotransmisores del sistema nervioso auténomo (Davis y Granner, 1996).

La insulina desencadena una notoria gama de respuestas biolégicas. Los
tejidos blancos de importancia para la regulacion de la homeostasis de la glucosa pot
la insulina son: e higado, masculo y grasa, pero la insulina también ejerce efectos
sobre otros tipos de céiulas. Es necesario recordar que la insulina es una hormona
primaria que se encarga de controlar la captacién, utilizacién y almacenamiento
intracelular de glucosa, aminoédcidos y 4cidos grasos, en tanto que bloguea procesos
catabélicos, como la desintegracién de glucdgeno, grasa y proteina (Davis y Granner,
1996).

La insulina es la piedra angular de la terapéutica de la mayor parte de los
enfermos con diabetes insulinodependientes. Cuando se requiere, la insulina puede
administrarse por via intravenosa, intramuscular y por via subcutanea (Davis y

Granner, 1996).




La administracién de insulina por via subcutanea difiere de la secrecion
fisiolégica de dicha hormona, al menos ¢n dos aspectos principales: la cinética no
imita el aumento y declinacion rapida de la secrecidon normal de insulina, en respuesta
de la ingestion de nutrimentos. Y la insulina difunde hacia la circulacion portal, de
este modo, se elimina el efecto preferencial de la insulina secretada sobre los
procesos metabélicos hepéticos. Sin embargo, cuando ese tipo de terapéutica se lleva
a cabo con sumo cuidado, es obvio que se logran resultados satisfactorios (Davis y
Granner, 1996).

Las preparaciones de insulina pueden clasificarse, segin su duracidn en:
accion corta, intermedia y prolongada, y segiin la especie de origen: humano, porcino,

bovino, o una mezcla de bovino y porcino (Davis y Granner, 1996).

2.4.2. Terapia con firmacos hipoglucemiantes orales.

Un grupo de farmacos provocan hipoglucemia o hiperglucemia, o pueden
alterar la respuesta de los pacientes diabéticos a sus regimenes terapéuticos. En la
Tabla 5 se presenta un resumen de los efectos hipoglucémicos o hiperglucémicos de

farmacos y sus posibles sitios de accion (Davis y Granner, 1996).



Tabla 5. Farmacos que causan hipoglucemia y firmacos que causan hiperglucemia.

POSIBLE SITIO DE ACCION
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* Si bien se ha informado que estos agentes cicrcen un efecto sobre ¢l control de la diabetes, no existen datos concluyentes
acerca de sus efectos sobre ¢l metabotismo de carbohidratos.
** Efecto corto significa liberacidn de insulina e hipoglucemia
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Al finalizar la década de los cincuenta, se descubrieron los efectos
hipoglucemiantes de algunos derivados sulfamidicos, lo que originé todo un grupo de
sustancias hipoglucemiantes orales, dichas sustancias fueron las antidiabéticas de
primera generacién; la segunda generacion se manifesté hasta 1984 (Islas y Lifshitz.
1993).

2.4.2.1. Derivados de Sutfonilureas.

Al ser analizada la potencial actividad antibacteriana de ciertas sulfonamidas
se encontré que también disminuian la concentracion de glucosa en sangre. Una
sustitucién quimica di¢ lugar a las sulfonilureas, usadas actualmente como agentes

hipoglucemiantes orales (Foster, 1991)

Las sulfonilureas se dividen tradicionalmente en dos grupos o generaciones de
farmacos. El primer grupo de sulfonilureas incluye Tolbutamida, Acetohexamida.
Tolazamida y Cleropropamida. Ha surgido una segunda generacién de sulfonilureas,
estos compuestos Glibenclamida, Gliburida, Glipizida y Glicazida (Figura 1) son

mucho mis potentes que los farmacos més tempranos (Davis y Granner, 1996).

Las sulfonilureas causan hipoglucemia al estimular la liberacion de insulina a
partir de las células pancréaticas B. Las sulfonilureas también pueden incrementar las
cifras de insulina al reducir la depuracion de la hormona en el higado, las
sulfonilureas también estimulan la liberacién de somatostatina y pueden disminuir un

poco la secrecién de glucagén (Davis y Granner, 1996).
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Figura 1. Formulas estructurales de las sulfonilureas.

Férmula general

ﬁ
RI—<: :>—SO2NHCNH—R2

R R;
Andlogos de primera generacion
Tolbutamida HiC - - C4Hy
Cloropropamida Cl- - C3H,
Tolazamida H,C - - C>
Acetohexamida H;CCO - _O

Anilogos de segunda generacidn
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Gliburuda
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O
Glipizida
D
Glicazida H,C -
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Las acciones de las sulfonilureas se inician por medio de la union de un canal
de K’ sensible a ATP, y blogueo del mismo. De este modo, los medicamentos
semejan secretagogos fisiologicos (Glucosa, Leucina), que también disminuyen la
conductancia de este canal. La conductancia del K* reducido origina despolarizacion
de membrana y flujo de Ca®* hacia adentro a través de canales de Ca®’ sensibles a

voltage (Davis y Granner, 1996).

2.4.2.2, Pirimidilbencenosulfonamidas.

El dnico miembro de este grupo empleado en terapéutica para tratar la
diabetes iniciadas en la madurez es la Glimidina. Se parece quimicamente a las

Sulfonilureas, y su mecanismo de accién es similar (Bowman y Rand, 1984).

2.4.2.3. Biguanidas.

Son derivados biguanidicos de los que el inico que actualmente es aceptado
¢s la metformina. E! mecanismo intimo de su accion esta ain por definir. Entre la
acciones que produce destacan las siguientes: aumento del metabolismo de la glucosa
en los tejidos, en particular de la gluconeogénesis hepatica, e inhibicion de la
absorcién de glucosa, aminoacidos y otros compuestos a nivel intestinal. A nivel
subcelular, las biguanidas se fijan a la membrana mitocondrial, donde podria alterar
los sistemas de transporte pero también se ha observado que puedan aumentar la
afinidad de la fijacion de la insulina. No llegan a producir hipoglucemia, sino que

reducen la hiperglucemia basal y posprandial {Florez, 1992).

Entre tanto se ha recomendado, usar los hipoglucemiantes por via oral
solamente cuando las restricciones dietéticas fracasan y resuita muy claro que la

insulina no es ¢l tratamiento de eleccién (Bowman y Rand, 1984).



2.4.3. Nuevas lineas terapéuticas.

Deben sefialarse nuevas vias terapéuticas y presentar innovaciones en el
abordaje farmacolégico de la diabetes mellitus. Se ha iniciado la utilizacion de
productos que reducen la absorcion de la glucosa a nivel intestinal, se disponen de 2
sistemas, la ingestion de fibra y la administracion de inhibidores de a-glucosidasa
(Florez, 1992).

2.4.3.1. La fibra dictética

Las fibras de origen vegetal se caracterizan por no ser digeridas, ni
absorbidas en el tubo digestivo. Su incorporacion a la alimentacién modifica el
tiempo de transito del alimento en el tubo digestivo, reduce la velocidad de
vaciamiento géstrico y prolonga el trénsito orocecal.

Las fibras solubles forman geles que pueden actuar como un tamiz molecular,
o con propiedades de intercambio idnico que retrasa la absorcién de carbohidratos,
reduciendo la necesidad de la insulina (Florez, 1992).

2.4,3.2. La inhibicién de las a-glucosidasas intestinales

La inhibicién de las a-glucosidasas intestinales se consigue con la acorbosa,
un tetrasacrido que inhibe la digestion del almidén, sacarosa y maltosa. En
consecuencia y puesto que dichos productos son la fuente principal de glucosa
disponible en el intestino, por la absorcion de 1a acorbosa disminuye la cantidad de
glucosa absorbida, reduce la hiperglucemia posprandial y amortigua la respuesta
insulinica en personas con capacidad de segregar insulina (Florez, 1992).
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2.5. ANTECEDENTES DE LA DIABETES EN MEXICO.

Indudablemente en el México prehispanico hubo descripciones relacionadas
con ia diabetes; sin embargo, no se identificaba como una entidad especifica. En este
pais, las primeras referencias explicitas de la enfermedad aparece en la obra de J.
Esteynefer, que se publican en el siglo XVIIL En el capitulo LIX, titulado "Del
demasiado flujo de la orina”, el autor dice: "San Antloco, meédico y martir, es
abogado contra el demasiado flujo de la orina. El demasiado flujo de la orina, que en
fatin se llama hidrops mutulae, o diabetes en griego, es cuando se orina mucho mas
de lo que se bebe; y asi los que han bebido mucho orinan otro tanto como bebieron,
éstos no padecen esta enfermedad. Fuera de eso quedan con mucha sed, aunque beban
mucho, y todo lo que beban asi, luego sin inmutarse la calidad, lo vuelven a orinar.
Caen de 4nimo con mucho enfado consigo mismo, abunda de saliva blanca y
espumosa ¢n la boca y, durando mucho dicha enfermedad, se les arruga el vientre; y

con fiebre lenta se consumen" (Islas y Lifshitz, 1993).



2.6. PLANTAS MEDICINALES Y DIABETES.

La diabetes mellitus es una de las principales causas de efectos secundarios
sumamente desagradables como: hipotiroidismo, ictericia colestatica, hipoglucemia y
acidosis lactica. Por otra parte la dificil adquisicion de dichos medicamentos debido a
su costo, lo que hace necesario la blisqueda de alternativas de alivio y control de este
padecimiento, una de las cuales esta en el tratamiento con medicamentos de origen
natural, que no causen efectos secundarios y ademas estén al alcance de los pacientes
diabéticos, sobre todo aquellos de escasos recursos y que no estan en condiciones de

pagar un tratamiento.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en 1978 consigno que el 66.6%
de la poblacién de los paises en vias de desarrollo sélo recurren a ia medicina
tradicional para resolver sus problemas de salud. Esta cifra no ha cambiado de

manera considerable en estos dltimos ailos (Estrada, 1985).

Recientemente se ha incrementado el interés en el uso de las plantas
medicinales. La iniciacién de programas disefiados a utilizar plantas medicinales en el
cuidado de 1a salud se ha sugerido por la OMS através de 1a resolucién de su XXXI
Asamblea en donde solicita un inventario completo, evaluacion de la eficacia,

seguridad y estandarizacién de las plantas medicinales (Munir y Gharaibet, 1988).

La evaluacion de estas plantas y de sus principales metabolitos activos
naturales es una via logica para que los nuevos farmacos ataquen esta enfermedad.
México cuenta con una gran diversidad en su flora y fauna, y se estima que existen

mis de 3, 000 plantas medicinales y que no se ha estudiado ni el 10% de ellas.



Por otra parte son muchas las plantas medicinales mexicanas a las que se les
atribuyen propiedades antidiabéticas, sin embargo, son pocas las que cuentan con
algin estudio de validacion de esta actividad (Ibafiez v Rames, 1983; Mellano y
Lozoya, 1984; Lozoya y Mellano, 1985; Pérez er af, 1984; Gomez y Rodriguez,
1991).

Como ejemplo se tiene la raiz de 4podanthera aspera (Cong), conocida
popularmente como Pisto, crece en forma silvestre en la regién de Tehuacan, Puebla.
Se dice que la infusién acuosa de esta planta, disminuye los niveles de giucosa
sanguinea en los pacientes diabéticos. Posteriormente se realizé un estudio en 26
pacientes administrindoles en forma oral lg. de raiz en té, durante 15 dias. En 21
pacientes disminuyé la glucosa, pero presentaron sintomas de cefalea y evacuaciones
semiliquidas, que desaparecieron paulatinamente, asi como los efectos de poliuria,

polidipsia y polifagia propias de la diabetes (Estrada, 1995).

La raiz de Microsechium heileri (Peyr), conocida popularmente como
Chicamole, se utiliza cominmente para lavar y blanquear 1a lana de los borregos, y
ademds se expende como planta medicinal para el control de la diabetes mellitus. Se
realizaron dos estudios, el primer tratamiento fue con té de la raiz administrandola a
14 pacientes, 12 de los cuales presentaron disminucion de la glucosa en sangre. El
segundo tratamiento se administro a 11 pacientes fa raiz del Chicamole en cépsulas,
mostrando una disminucion de la glucemia solo en 4 de ellos, en ambos tratamientos
se presentaron sintomas de cefalea, dolor y cvacuaciones semiliquidas, las cuales
desaparecieron a los § a 15 dias de iniciado e! tratamiento (Estrada, 1995). En la
Tabla 6 se presentan los nombres de algunas plantas mexicanas a las que se les

atribuye un efecto hipoglucemiante (Gomez y Rodriguez, 1991).
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Tabla 6. Plantas medicinales mexicanas utilizadas como hipoglucemiantes
(Gémez y Rodriguez, 1991).

NOMBRE CIENTIFICO FAMILIA NOMBRE COMUN
Acrocomia mexicana Palmécea Coyol
Agave ixili Amarilidaceas Caiia silvestre
Anacardium occidentale Anacardidceas Marafién
Astianthus viminales Bignonidceas Ahuejote
Bermoullia flammea Bombaciceas Marquesote
Bidens leucantha Compuesta Rosilla
Bidens pilosa Compuesta Aceitilla
Bigonia Vaguiscathi Bignonidceas Bejuco
Bixia arellana Bixdceas Achiote
Brosimum alicastrum Maraceas Samorita
Buddeleia cardata logonidceas Tepozan
Bromelia karatas Bromelidceas Aguama
Cacalia decomposita Compuesta Matorique
Calamintha macrostema Labiadas Tabaquillo
Celea zaratechichi Compuesta Ahuapatli
Capraria biflora Escrufularidceas Malvavisco
Cassia occidentalis Legumiiceas Frijolillo
Cecropia obtusifolia Motéceas Guarumbo
Chnidosculus aconitifolius Euforbidceas Mala mujer
Cnidosculuchayamonsa Euforbidceas Chayamansa
Coutanea litiflora Rubidceas Colopache
Enrigeron pusilius Compuesta Tzitzilx
Eucalypthus globulus Miticeas Eucalipto
Eysenhardtia polystachia Leguminaceas Rosilia
Guazama ulmifolia Esterculiaceas Aquiche
Gyrocorpus americanus Hemadiiceas Cedro blanco
Hamelia erecta Rubiéceas Cacahuapaxtle
Hyosyamus niger Solaniceas Belefio
Kalanchoe pinnata Crasulaceas Tronador
Loeselia mexicana Polemaniaceas Huitzitzitzin
Malus communis Rosiceas Manzano

20




Tabla 6 (continuacién). Plantas medicinales mexicanas utilizadas como
hipoglucemiantes (Gomez y Rodriguez, 19%91).

NOMBRE CIENTIFICO FAMILIA NOMBRE COMUN
Operculina ornithopoda Convalvulaceas Makan
Opuntia sp. Lartaceas Nopal
Panchira aquatico Bobacaceas Acomayote
Parmetiera edulis Binnondceas Cuajilote
Pedilantus tithymaloides Euforbidceas Candelilla
Physalis ixccarpa Solanaceas Tomate
Pitsia stratiotes Aniceas Lechuguilla
Platango major Plantaginiceas Latén
Plumbago scandens Plumbagindceas Denteria
Pouteria hipoglauca SapotAceas Zocohuite
Pseudobombax ellipticum Bombacéceas Mocoque
Riphsalis cassutha Carticeas Niguilla
Salpianthus arenarius Nictaginiceas Catarinita
Sculentaria gaumeri Labiadas Claudiosa
Sweethia panamensis Leguminaceas Guayacan
Toraxacum officinale Compuesta Amarga
Tecomas stans Bignoniaceas Tronadora
Tetramdium hispidan Acantiiceas Olotillo
Turnera difusa Turnericeas Damiana
Valeriana mexicana Valerianaceas Extrangera
Valeriana officinalis Valeriandceas Extrangera
Valeriana edulis Valerianiceas Hierba del gato
Verbesiana cronata Compuesta Capitanejo
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2.7. B-LUPEOL.

El B-Lupeol es un triterpenc pentaciclico (Figura 2), abundante en la

naturaleza, de interés farmacolégico (Recio er al., 1995).

Figura 2. Estructura del 3-Lupeol.

2.7.1. Nombre cientifico.
Lup- 20 (29)- en- 3B-ol

2.7.2. Nombres comunes.
B-Lupeol, Monogynol B, B-viscol, fagarasterol.
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2.7.3. Descripcion.

Polvo blanco amorfo, o cristalino, de olor caracteristico, su punto de fusidn es
202.5°C y con rotacién especifica (o) +27 (CHCl3), (o) +15 (0.09 en CHCL;). Su
férmula condensada es Cyg Hsp O vy el peso molecular de: 426.724. Es soluble en éter,
benceno, éter de petrdleo y alcohol caliente y practicamente insoluble en agua, dcidos
vy Alcalis diluidos.

2.7.4. Actividad farmacolégica.

El p-Lupeol presenta varias actividades biologicas:

2.7.4.1. Actividad antioxaldrica y antiurolitica.

La corteza de Crateva nurvala utilizada en la medicina tradicional hindd, para
el tratamiento de desordenes urinarios incluyendo la urolitiasis, en un estudio se
confirmé que la actividad es por la presencia del p-Lupeol. El estudio se realizé en
ratas albinas de 225-250g a las que s¢ anestesié para posteriormente realizar una
incision en la vejiga, y colocarles piedras estériles previamente pesadas.
Posteriormente s¢ les administré por via oral el B-Lupeol a dosis de 10-50 mg/ kg,
diariamente por 16 semanas, reduciendo significativamente el peso de las piedras de
un 20% hasta un 95% (Anand et al., 1994).
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Otro estudio que se realizd para observar la funcién del B-Lupeocl y otros
triterpenos pentaciclicos encontrados en la corteza de Crareva nurvala, fue la de
administrar por intubacién géstrica a ratas macho una solucion al 2% de oxalato de
amonio para inducir un efecto hiperoxalirico. La duracién de tratamiento fue por 15
dias, el resultado fue un aumento de excrecion urinaria y oxatato asociado con una
reduccidén en el citrato y glicoaminoglicano. Se determinaron las enzimas urinarias
que pueden indicar dafio en €l tejido renal -lactato deshidrogenasa, B-glucoronidasa v

N- acetil p-D glucosaminidasa que se fueron elevando.

La administracién del p-Lupeol (25 mg/ Kg./ dia) redujo significativamente
la excrecion renal de oxalato. También redujo la magnitud de! dafio en el tabulo renal
y resuité evidente la disminucién de enzimas en la orina. Esta reduccién puede ser
benéfica mintmizando los depésitos de piedras formadas en el rifién como proveedor

también de un efecto antiurolitico (Malini et al, 1995; Anand ef al.,1994).

2.7.4.2, Actividad antitumoral.

El p-Lupeol y triterpenos tipo lupano inhibe la promocién de tumor en el
segundo estado de carcinogénesis en raton, la aplicacion tépica del B-Lupeol, 3-
Acetato de Lupeol y Betulina suprimen marcadamente la promocion de tumor
producido por el 12-Q-Tetradecanoylphoerbol-13-acetato (1ug / ratén) (Yasukawua er
al., 1995).

2.7.4.3. Actividad antiartritica.
E! B-Lupeol tiene un efecto similar al del acido acetilsalicilico en modelos de

artritis crénica en rata e inhibir completamente el edema de la artritis en rata

(Kweifio-Okat er al., 1995; Singh et al, 1997).



2.7.4.4. Actividad antimicética.

El B-Lupeol presenté actividad antimicética en ratones albinos utilizando la

prueba de Allium y Levan (Reena et al,, 1994).
2.7.4.5. Actividad antiviral.

Existen formulaciones farmacéutica tales como gomas de mascar, pastillas y
tabletas masticables, gotas, gel, ungiiento, soluciones y mucoadhesivos que previenen
las infecciones virales y en los que uno de sus componentes mayoritarios es el fi-
Lupeol y derivados. Pueden estar mezclados con compuesios que liberen iones
amonio ¥ en combinacién con mono y polisulfatos, mono, oligo y polisacaridos,
andlogos y/o derivados (Berg e al., 1994).

2.7.4.6. Actividad antinflamatoria.

El B-Lupeol presenta un marcado efecto antinflamatorio en procesos cronicos,
y no posee propiedades analgésicas ni antipiréticas en rata y ratén (Singh et al,
1997). '

2.2.4.7. Citotdxicidad.

La actividad citotoxica de B-Lupeol, aislado de las hojas de Dendropanax
querceti, es menor que en el extracto etandlico crudo, contra carcinomas celulates
humanos Hep-G2, siendo del 79.0% y 93% respectivamente, dichos resultados
pueden ser por un efecto sinergista del B-Lupeol con otros compuestos del extracto.
Al evaluar el §-Lupeol con otras lineas celulares como A-4431, H-411E, resultd 70%

y 44% de muerte en cada linea celular, ésta actividad del B-Lupeo! esta relacionada
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con la potente actividad inhibitoria contra la tipoisomersa I} a concentraciones de
100pM a 200pM, ademas de comparar su actividad contra las lineas celulares Hep-

G2 con ia vinblastina que es un producto natural citotdxico clinicamente importante

(Moriarity ef al., 1998).

2.7.5. Toxicidad.

La dosis letal 50 (DLjg) por via oral del B-Lupeol en rata es por encima de
2 g/ Kg (Singh ef al., 1997).

1.7.6. Distribucién del B-Lupeol en la naturaleza.

En la Tabla 7 se presenta un listado de la distribucién en la naturaleza det pB-
Lupeol que abarcar una investigacién de 1955-1998. Asi como también el porcentaje

del compueste en la planta, accién farmacolégica de la planta, y el efecto del J-

Lupeol.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La diabetes en México se encontré en et 4° sitio de mortalidad general de
adultos en 1996 con un total de defunciones de 34,865 de un total de defunciones
registradas de 436,321. Situandose la diabetes mellitus como un verdadero problema
de salud.

Por razones culturales y naturales, un importante sector de la poblacién ha
tratado de resolver sus problemas de salud haciendo uso de recursos a su ajcance,
entre los cuales juega un papel muy importante la medicina tradicional. Los recursos

mads comunes utilizados en la medicina tradicional son las plantas medicinales.

En la medicina tradicional mexicana son muchas plantas a las que se les
atribuyen propiedades antidiabéticas y por otro lado en muchas de ellas se ha
encontrado como componente comin al triterpeno B-Lupeol, sin embargo no se tiene
antecedentes que este compuesto presente actividad antidiabética ain cuando se
conocen otro tipo de acciones farmacologicas. La evaluacién de la actividad
antidiabética del B-Lupeol permitira saber si ¢ste compuesto tiene alguna
participacion en las propiedades terapéuticas atribuidas a las plantas antidiabéticas en

las que se encuentra.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL.

Obtener al p-Lupeol de diferentes fuentes naturales y realizar la evaluacion de

la actividad hipoglucemiante, antihiperglucémica y antidiabética en ratén albino.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

« Realizar el aislamiento y purificacion del B-Lupeol de diferentes fuentes

vegetales.

o Evaluar la actividad hipoglucemiante del 8-Lupeol en ratén albino.

e Evaluar la actividad antihiperglucémica del 8-Lupeol en raton albino.

s Evaluar la actividad antidiabética del B-Lupeol en ratén albino diabetizado con

alloxan como modelo de diabetes tipo 1.
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Obtencion del B-Lupeal de diferentes fuentes naturales v valoracion de su aciividad aniidiabéiica en ratones.

5. HIPOTESIS.

De diferentes fuentes vegetales se aislara al B-Lupeol y presentard actividad

hipoglucemiante, antihiperglucémica y antidiabética en raton albino.

L4
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Obtengion del B-Lupeot de diferentes fuentes naturales v valoracidn de su actividad antidiabéfica en ratones.

" 6.0 MATERIAL Y METODO
6.1. MATERAL BIOLOGICO.

o Raton albino macho cepa NIH de 60 dias de edad y peso entre 25-35g.

alimentados con dieta normal.

6.2. MATERIAL VEGETAL.

» Corteza de PseudoBombax ellipticum
e Corteza de Pouteria hypoglauca
e Corteza y raiz de Croton fragilis

¢ Parte aérea de Rhipsalis cassutha

6.3. MATERIAL DEL LABORATORIO.

Frasco vial de 10 y 25 mL.

e Soporte universal.

¢ Refrigerante recto y de serpentin.
+ Pinza 3 dedos con nuez.

» Pinza para bureta.

¢ Trampas de vacio.

¢ Anillo metalico.

& Vidrio de reloj.

» Tubos capilares.
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Owencidn del f-Lupeol de diferentes fuentes naturales y valoracidn de su actividad antidiabética en_ratones.

e Cubre objetos.

e Pizetas.

* Aspersores de vidrio.

+ Pipetas pasteur.

* Vaso de precipitados de 50, 100, 250, 600 y 1000 mL.
o Pipetas graduadasde 1,5y 10 mL.

s« Embudos de talle largo de 3 y 8 cm de didmetro.
. Méchero Bunsen.

¢ Columna de fraccionamiento.

¢ Matraz bola con boca esmerilada

s Matraz erlenmeyer de 100, 250 y 500 mL.
e Matraz Kitazato 250 y 500 mL.

+ Probetas de 50, 100 y 500 mL.

+ Embudo buchner

e Espdtulas de diferentes tamaiios.

» Camara de elucién .

e Perillas de succion.

» Jaulas de acero inoxidable

* Navajas para bisturi

. Gﬁantes para ciryjano

+ Sondas gastricas de polietileno

s Jeringas de !, 5 mL Plastipack -

o Tiras reactivas One Touch Lifescan Johnson & Johnson.
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Obtencidn del

6.4. REACTIVOS.

Gel de silice 70- 230 malla, Merck-México.

-Lupeo] de diferentes fuentes naturales v valoracion de su actividad antiabética en ratones.

Cromatofolios de aluminio de silica gel 60 Fas4 para cromatografia en capa fina de

20 X 20 cm. con espesor de capa de 0.2 mm, Merck-México.

Hexano G. A.

Acetato de ctilo G. A,
Acetona G. A.

Cloruro de metileno G. A.
Metanol G. A.

Eter etilico G. A.
Cloroformo G. A.

Sulfato de sodio anhidro.
Sulfato cérico amoniacal.
Acido clorhidrico.

Hielo.

Agua destilada.

Algodén.

Papel filtro.

Papel filtro Whodman No. 1.
Papel aluminio.

Tween.

Insulina (Lilly).

Glucosa monohidratada.
Alloxan (Sigma Co.).
Glibenclamida (Sigma Co.).

Tolbutamida (Organosintesis).
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Obtencidn del B-Lupeot de diferentes fuentes naturales y valoracion de su actividad antiabética en ratones.

6.5. EQUIPO.

-« Balanza analitica Marca Sauter.

* Rotavapor RE 111 Buchi con bafio de calentamiento.

« Molino manual.

o Parrilla de calentamiento.

s Bomba de vacio.

s Lampara de luz ultravicleta Mod. USU-11 {254 nm).

¢ Balanza granataria.

* Aparato Fisher Johns para punto de fusion.

* Bomba recirculadora de agua marca Cooler King 120 V, 180- GPH y

¢ Glucometro One Touch Basic Lifescan Johnson & Johnson.

e Espectrofotometro FTIR Perkin Elmer 16005.

s Espectrofotometro Unity Inova Varian 300 MHz.

» Equipo Cromatografia de Gases-Impacto Electrénico (Trampa de iones) GCQ
Finnigan Mat.
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Obtencidn del 3-Lupeot de diferentes fuentes naturales v valoracién de su actividad antiabética en ratones.

6.6. RECOLECCION Y PROCESAMIENTO DEL MATERIAL VEGETAL.

La corteza de Pputeria hypoglauca (Zocohuite). la corteza y raiz del Croton
Sragilis (Huilocuahuitl) y la corteza de PseudoBombax ellipticum (Mocoque), y la
parte aérea de Rhipsalis cassutha (Nigiiilla) fueron recolectados en el mes de Junio de

1997 en Tehuetlan municipio de Huejutla en el estado de Hidalgo.

Las plantas fueron clasificadas por el Sr. José Garcia y se depositaron
muestras de referencia en el herbario de Plantas Utiles Efraim Hernandez Xolo de la

Universidad Auténoma Chapingo.

Todas las plantas se secaron a la sombra a temperatura ambiente,
posteriormente se fraccionaron en trozos pequefios y se pulverizaron en un molino

manual.

6.7. METODO DE EXTRACCION.

Los materiales vegetales secos y molidos (Tabla 8) se extrajeron por
maceracién {Temperatura ambiente y reposo) con hexano 3 veces por periodos de 3
dias. Los extractos se reunieron después de eliminar el disolvente, se pesé el extracto

hexanico obtenido de cada planta (Tabla 8).
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Obtencidn del B-Lupeol de diferentes fuentes naturales y valoracidn de su actividad antiabética en ratones.

6.8. FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICO DE EXTRACTOS
HEXANICOS,

Cada exiracto hexanico obtenido (Tabla 8) se aplicé en una columna de
cromatografia empacada con gel de silice en una proporcion de 10 partes de silicagel
por cada parte de extracto. La elucién se inicio con hexano y después se incremento
su polaridad con cantidades crecientes de acetata de etilo, hasta acetato de etilo puro.
Se tomaron fracciones de 50 mL y cada fraccion se analizé por cromatografia en capa
fina y se compar6 con un estindar de B-Lupeol. La fase mévil que se utilizé fue
cloruro de metileno: metanol (95:5) y para revelar las placas se utilizé una lampara de
luz U.V. y también un agente revelador (Sulfato cérico amoniacal y acido sulfiirico 2

N). Se unieron todas las fracciones que presentaron un patrén cromatografico similar
al B-Lupeol.

Las fracciones que contiene B-Lupeol (Tablas 9, 10, 11, 12 y 13) se
sometieron a una purificacién por cromatografia en columnas sucesivas. Al solido
resultante se le determinaron sus constantes fisicas y espectroscopicas, la metodologia

general del aislamiento del B- Lupeol se encuentra en el Diagrama 1.
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Obtencién del f-Lupeo! de diferentes fuentes naturales y valoracidn de su acijvidad antiabélica en ratones.

Diagrama 1. Méiodo general para el aislamiento de B-Lupeo! del material vegetal.

PLANTA SECA Y MOLIDA

!

EXTRACCION POR MACERACION
CON HEXANO
POR 3 DIAS (3 VECES)

¢

EXTRACTO HEXANICO RESIDUO VEGETAL

Y

SEPARACION POR CROMATOGRAFIA EN COLUMNA
EMPACADA CON SILICA GEL Y UTILIZANDO HEXANO
COMO DISOLVENTE Y CANTIDADES CRECIENTES DE

ACETATO DE ETILO.

'

FRACCIONES EN LAS QUE SE ENCUENTRA
EL f- LUPEOL

v

B-LUPEQL

v v

PUNTQ DE FUSION DETERMMNACION DE SUS CONSTANTES
ESPECTROSCOPICAS RMN-'H, IR,
EM-IE y RMN-''C,
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Obrenci | de diferentes fuentes naturales y valoracign de su actividad antiabética en ralones.

6.9. VALORACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL B-LUPEOL.

6.9.1. Animales.

Se utilizaron ratones machos de la cepa NIH de 60 dias de edad, alimentados
con dieta normal (Nutricubos purina) y con libre acceso al agua. Para cada

tratamiento se utilizaron lotes de 6 animales.

6.9.2. Dosis y via de administracién.

El B-Lupeol (30, 100 y 300 mg/kg.) y la Glibenclamida a la dosis de 10
mg/kg., la dosis de la Tolbutamida fue de 100 mg/kg., por via oral con ayuda de una
sonda de polietileno. El B-Lupeol, Glibenclamida y Tolbutamida se administraron
como suspensién en agua con trazas de tween, en un volumen de 0.1 mL /10g de

peso, Los animales del lote control recibicron la misma cantidad del vehiculo.

6.9.3. Efecto hipoglucemiante del j-Lupeol en ratones

Los animales se sometieron a un ayuno de 12 h antes del experimento. Se
realizé un corte aproximadamente a 3 mm del extremo de la cola del animal y se
presiono la vena caudal de arriba hacia abajo y se colecto la muestra de sangre {(una
gota) y se analizd en el glucometro. El tiempo de muestreo fue de 0, 1,2, 3,4y 5
horas. Los tratamientos se administraron inmediatamente después de haber tomado la

muestra de sangre al tiempo cero (Diagrama 2).
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-Lupeol de diferentes fuentes naturales y valoracin de su actividad antiabéfica en ratones.

Diagrama 2. Evaluacién del efecto hipoglucemiante del B-Lupeo! administrado por
via oral en ratones.

RATON ALBINO MACHO EN AYUNO
POR 12 HORAS

v

- REGISTRO DEL PESO DE LOS
RATONES

.

DETERMINACION DE LOS VALORES BASALES
DE GLUCOSA EN SANGRE
=0
v v v v v
LOTE 1 LOTE2 LOTE 3 LOTE 4 LOTE 5
n=6 n=4 n=6 n=6 . n=t
GLIBENCLAMIDA | | CONTROL B-LUPEOL B-LUPEOL B-LUPEOL
10 mg/kg 30 mg/kg 100 mg/kg 300 mg/kg
RECOLECCION DE LAS MUESTRAS DE SANGRE
A 1,2, 3.4, Y 5HORAS

v

CUANTIFICACION DE GLUCOSA
CON EL GLUCOMETRO EN mg/dl.
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Qbtencidn del f-Lupeol de diferentes fuentes naturales y valoracion de su actividad antiabética en ratones.

6.9.4. Efecto antihiperglucémico del 3-Lupeol administrado por via oral en
ratones.

Se utilizé el procedimiento anterior con la diferencia que después de 30
minutos de la administraciéon del p-Lupeol se le administrd también una carga de
glucosa (2 g/kg. disuelta en agua destilada) el testigo positivo fue Tolbutamida a 100
mg/kg ¥ los tiempos de muestreo fueren a los 5, 10, 20, 30, 45, 60 y 120 minutos,
como lo muestra el Diagrama 3.

6.9.5. Efecto antidiabético del f-Lupeol administrado por via oral en ratones
diabetizade con alloxan.

Se utilizo rétén albino macho de 2 meses de edad. Con libre acceso al agua y
alimento, a los cuales se les determind los niveles basales de glucosa sanguinea.
Posteriormente se les administrd alloxan en solucion salfina (100 mg/kg.) por via
intraperitoneal. Al tercer dia se les determiné nuevamente los niveles de glucosa y se
distribuyeron en lotes. Los tratamientos se asignaron aleatoriamente, et vehiculo, el
testigo positivo (Glibenclamida 10 mg/kg.) y el B-Lupeol (30, 100 y 300 mg/kg) se
administraron diariamente durante los siguientes 15 dias. Se midieron los niveles de

glucosa los dias 4, 7, 9 y 10. Se incluy6 un lote que no se diabetizé con alloxan

{Diagrama 4).
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Obtencion del §-Lupeol de diferentes fuentes nawurales y valoracion de su actividad antiabética en ratgnes.

Diagrama 3. Evaluacién del efecto antihiperglucémico del [-Lupeol administrado
por via oral en ratones.

RATON ALBINO MACHO EN AYUNO
POR 12 HORAS

v

REGISTRO DEL PESO DE LOS
RATONES

\

DETERMINACION DE LOS VALORES BASALES
DE GLUCOSA EN SANGRE
=0
3 v v v l
LOTE § LOTE 2 LOTE 3 LOTE 4 LOTE 5
n=5 =6 n=6 n=6 n=6
TOLBUTAMIDA] | CONTROL #- LUPEOL (- LUPEOL p- LUPEOL
100 mg/kg 30 mg/kg 100 mg/ke 300 mg/kg
ADMINISTRACION DE UNA CARGA DE GLUCOSA POR ViA ORAL
2 g/kg DISUELTA EN AGUA DESTILADA

Y

RECOLECCION DE LAS MUESTRAS DE SANGRE
A 5,10,20 30,45 60 Y 120 MIN.

T

CUANTIFICACION DE GLUCOSA CON EL
GLUCOMETRO EN mg/dl.
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Obtencion del B-Lupeo] de diferentes fuentes naturales y valoracién de su actividad antiabélica en ratones.

Diagrama 4. Efecto antidiabético del B-Lupeol administrado por via oral en
ratones diabetizado con alloxan

RATON ALBINO MACHO CON LIBRE ACCESO
A COMIDA Y AGUA

REGISTRO DEL PESO DE LOS
RATONES
v
DETERMINACION DE LOS VALORES BASALES
DE GLUCOSA EN SANGRE
LOTE A LOTEB
n=3
ADMINISTRACION DE VEHICULO. ADMINISTRACION DE ALLOXAN

100mg/kg. EN SOLUCION SALINA

—r ‘ v y

A
GLIBENCLAMIDA | | CONTROL B-LUPEOL -LUPECL B-LUPEGL
10 mg/kg 30 mglkg 100 mgrkg 300 mg/kg
n=4 n=3 n=4 n=4 n=4
L | l J
v
CUANTIFICACION DE GLUCOSA
CON EL GLUCOMETRO
v EN mg/dI LOS DIAS 4, 7,9Y {0




| de difere

7. RESULTADOS.

nies naturale:

valoracién de su actividad antidiabéti

7.1. RESULTADOS DEL AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL
B-LUPEOL DE DIFERENTES FUENTES NATURALES.

£0 rafones.

Los resultados obtenidos al someter al Croton fragilis, Pouteria hypoglauca,

Rhipsalis cassutha y PseudoBombax ellipticum a una extraccion hexanica se

presentan en la Tabla 8.

Tabla 8. Cantidades del extracto hexanico obtenido de los diferentes materiales
vegetales utilizados.

NOMBRE NOMBRE PARTE CANTIDAD | VOLUMEN | CANTIDAD
CIENTIFICO COMUN UTILIZADA DE PLANTA PE DE
HEXANO EXTRACTO
Croton fragilis Huilocuahuiti Corteza 200 g 500 ml 4.6632g
Croton fragilis Huilocuahuitl Raiz 100g 500 ml 3.0584g
Pouwteria Zocohuite Corteza 6.7TKg 11 litros g
hypoglavca
Rhipsalis cassutha Niguilla Parte aérea 1Kg 6 litros 15g
PsetidoBombax Mocoque Corteza 545Kg 22.89 litros 47g
ellipticum

Del extracto hexinico de la raiz del Croton fragilis después del

fraccionamiento cromatogréfico no se logro lograr aislar el B-Lupeol y los resultados

se presentan en la Tabla 9.
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Obtencibn del B-Lupeol de diferentes fuentes naturales y valoracién de su actividad antidiabética en ratones.

Tabla 9. Fraccionamiento cromatografico del extracto hexanico de la raiz del Croron
fragilis (Huilocuahuitl)

ELUYENTE PROPORCION NO. DE FRACCION [ OBSERVACIONES
Cloruro de metileno 100% 1-28 *
Clorurc de 95:5% 29-47 **
metileno: Metanol
Cloruro de 90:10% 48-93 b
metileno: Metanol
Cloruro de 80:20% 94-106 *
metileno: Metanol
* Compucsto con R, similar af §-Lupeol

**Compuesto con R difetente al B-Lupeol

El fraccionamiento hexanico de la corteza del Croron fragilis (Tabla 10), se
identificé un compuesto que por el Ry que presentaba, coincidia con el B-Lupeol
utilizando la mezcla cloruro de metileno: metanol (95:5) como sistema de elucidn,
pero al purificar dicho compuesto y determinar su punto de fusién esté fue de 174-

180°C y para el B-Lupeol es de 202.5°C.

Tabla 10. Fraccionamiento cromatografico del extracto hexanico de la corteza del
Croton fragilis (Huilocuahuitl).

ELUYENTE PROPORCION NO. DE FRACCION | OBSERVACIONES
Hexano [00% 1-108 *
Hexano: Acetato de 95:5% 109-134 **
etilo
Hexano: Acetato de 90:10% 135-148 et
etilo
Hexane: Acetato de 80:20% 146.218 e
etilo
* Compuesto con R, similar al i-Lupcol
*+(Compuesto con Rydiferente al (+-Lupeol
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Obtencion del B-Lupeol de dilerzntes fuentes naturales y valoracion de su aclividad antidiabética en ratones.

El fraccionamiento cromatografico del extracto hexanico de Pouteria
hypoglauca (Tabla 11) se identificé una mezcla de compuestos con un Ry similar al f3-
Lupeol, se realizé una recristalizacion, obteniéndose 127.9 mg de un compuesto con
un punto de fusién de 152-161°C que no corresponde al B-Lupeol, se investigo en la
literatura y se encontré que el Estigmasterol presentaba un punto de fusion similar,
por lo que se realizé una cromatografia en placa fina con un estandar de Estigmaterol

y este compuesto presentd un R similar al del estandar.

Tabla 11. Fraccionamiento cromatogrfico del extracto hexanico de la corteza de
Pouteria hypoglauca (Zocohuite).

ELUYENTE PROPORCION NO. DE FRACCION | OBSERVACIONES
Hexano 100% 1-27 ¥
Hexano:Acetato de 95:5% 28-154 *
etilo
Hexano:Acetato de 95:5% 155-189 b
etilo
Hexano: Acetato de 90:10% 190-230 *x
etilo
Hexano:Acetato de 80:20% 231-275 *e
etilo
Hexano:Acetato de 70:30% 276-277 *x
etilo
Hexano:Acetato de 50:50% . 277-346 b
etilo

« Compuesto con R, similar al §-Lupeol

*=Compuesto con Ry ditereate ai f-Lupcol
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Obtencién det B-Lupeol de diferentes fuentes naturales v valoracion de su actividad antidiabética en ratones.

Del fraccionamiento del extracto hexanico de Rhipsalis cassutha (Tabla 12)

no se logré identificar al B-Lupeol.

Tabla 12. Fraccionamiento cromatografico del extracto hexdnico de la parte aérea de
Rhipsalis cassutha (Nigiiilla).

ELUYENTE PROPORCION NO. DE FRACCION OBSERVACION
Cloruro de metileno 100% 1-32 **
Cloruro de metileno 100% 33-70 *
Cloruro de metileno 100% 71-205 **

Cloruro de 95:5% 206-228 *4

metileno:Metanol

Cloruro de 90:10% 229-468 *+

metileno:Metanol

* Compuesto con R similar al B-Lupeol
**Compuesto con Rediferente at p-Lupeol

Del fraccionamiento de la corteza del PseudoBombax ellipticum (Tabla 13)
se obtuvo 551.2 mg de un sélido blance con un punto de fusion de 198-200°C, el cual
fue identificado como p-Lupeol, ya que presentd un patrén cromatografico similar a
una muestra auténtica y mediante sus propiedades fisicas y espectroscopicas (Tabla
14), como espectro de infrarrojo, resonancia magneética nuclear de hidrogenc y
carbono-13 y por su espectro de masas. En el apéndice | se presentan los registros de

estos espectros.
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Tabla 13. Fraccionamiento cromatografico del extracto hexanico de la corteza del
PseudoBombax ellipticum (Mocoque).

ELUYENTE PROPORCION NO. DE FRACCION | OBSERVACIONES
Hexano 100% 1-6 .
Hexano :Cloruro de 90:10% 7-15 **
metileno
Hexano :Cloruro de £0:20% 16-24 b
metileno
Hexano :Cloruro de 60:40% 25-87 *

metileno

* Compuesto con Ry similar ai p-Lupeol
**Compuesto-con Rydiferente al -Lupeol
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-Lypeot de diferentes fuentes maturales v valoracion de su aclividad antidiabética en ratones,

Tabla 14. Constantes fisicas y espectroscdpicas del 8-Lupeol aislado de la corteza
del PseudoBombax ellipticum (Mocoque).

PROPIEDAD RESULTADOS
pf. 198-200 °C
IR (Vouas, e, CHCl3) 3347.41 (OH), 2942.98, 1638.56 (C=C),
1453.47, 1379.95 y 880.59.
RMN-'H (60 MHz, CDCl;, 8) 0.760 (3H, s, H-26), 0.786 (3H, s, H-28),

0.828 (3H, s, H-25), 0.967 (2H, 5, H-23),
1.680 (3H, s, H-30),1.90 (1H, m, H-19),
2.39 (1H, m, H-19), 3.18 (1H, m, H-3),
4.56 (1H, m, H-29), 4.69 (1H, m, H-29").

RMN-PC (60 MHz, CDCl3, 5) 38.66 (C-1), 27.37 (C-2), 78.97 (C-3),
38.83 (C-4), 55.24 (C-5), 18.28 (C-6),
. 3423 (C-7), 40.78 (C-8), 58.38 (C-9),
37.12 (C-10), 20.80 (C-11), 25.08 (C-12),
37.99 (C-13), 42.79 (C-14), 27.40 (C-15),
35.54 (C-16), 42.97 (C-17), 48.24 (C-18),
47.95 (C-19), 150.96 (C-20), 29.8 (C-21),
39.97 (C-22), 27.96 (C-23), 15.36 (C-24),
16.10 (C-25), 15.94 (C-26), 14.52 (C-27),
17.97 (C-28), 109.31 (C-29), 19.28 (C-
30).

EM-IE (m/z) 426 [M71,411,315,204, 189, 135, 81,
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tencign del B-Lu de diferen entes naturales v valoracion de su actividad antidiabética en ratones.

7.2. RESULTADOS DE LA EVALUACION DEL EFECTO
HIPOGLUCEMIANTE DEL p-LUPEOL EN RATON ALBINO.

Con lo que respecta a la valoracién de la actividad biologica del §-Lupeol, en
la Gréafica 1 se presenta el curso temporal de los niveles de glucosa sanguinea con
cada uno de los tratamientos expresada en glucosa sanguinea (mg/dl) vs. tiempo
(horas) y en la Gréfica 2, se presentan las areas bajo la curva expresadas en mg.h/dl
para cada tratamiento.

Se realizaron dos estudios adicionales para evaluar el efecto hipoglucemiante
del P-Lupeol, en el primero se modificé el tiempo de muestreo 2 0, 3 5 7 10
minutos, utilizando una sola dosis (30 mg/kg) de B-Lupeol. En el segundo estudio se
modificé la via de administracién (de oral a intraperitoneal), y se utilizé el mismo
tiempo de muestreo a la dosis de 30 mg/kg de B-Lupeol, estos resultados se presenta
en la Tabla 3 expresados en glucosa sanguinea (mg/di) vs. tiempo (minutos) y en la
Tabla 4 se ilustran las dreas bajo la curva expresadas en mg.min/dl, para cada
tratamiento.
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[ B- | iferent naturales y valoracidn actividad antidiabética en ratones,

7.3. RESULTADOS DE LA EVALUACION DEL EFECTO
ANTIHIPERGLUCEMICO DEL $-LUPEOL EN RATON ALBINO.

Para evaluar ¢l efecto antihiperglucémico del B-Lupeol se comparé el drea
bajo la curva (ABC) de la Grifica de concentracion de glucosa vs. tiempo, la
concentracién maxima (Cpay) de glucosa y el tiempo (tma) al que se aicanza dicha
concentracién, asi como también el cociente Cra/ABC. La Gréfica 5 presenta los
cambios de los niveles de glucosa vs. tiempo, y los resultados obtenidos de ABC,
Croax, tmax ¥ Crax/ABC se presentan en la Tabla 15.

7.4, RESULTADOS DE LA EVALUACION DEL EFECTO ANTIDIABETICO
DEL B-LUPEOL EN RATON ALBINO DIABETIZADO CON ALLOXAN.

En la Grafica 6 se presentan los cambios de los niveles de glucosa para cada
tratamiento en la evaluacién del efecto antidiabético del B-Lupeol. Sc puede observar
que los valores de glucosa en los animales tratados con alloxan (100 mg/ke)
aumentaron aproximadamente 4 veces con respecto a los niveles del grupo control
con 1U de insulina (Lilly) disminuyeron los niveles de glucosa a niveles similares en

donde ya no hay diferencia significativa respecto al control total.

52



Glucosa sanguinea (mg/dl)

Obtencitn del B-Lupeol de diferentes fientes naturales v valoracion de su aclividad antidiabética en ratones.

160 — - Control
—- Glibenclamida 10 mg/kg
—h— B-Lupeo! 30 mg'kg

140 —¥~ (B-Lupeol 100 mg/kg
~4- B-Lupeol 300 mgrkg

120

100

80 -

60

40

20 -

Tiempo (horas)

Gréfica 1. Perfil de la concentracién plasmatica de glucosa vs. tiempo, para un
estudio hipoglucemiante después de [a administracion oral de f3-Lupeol
aislado de la corteza de PseudoBombax ellipticum. Cada simbolo

representa la media * el error estandar de la media. *Diferencia significativa
respecto a los niveles iniciales (t=0) con P 0.05 (Método de Dunnet’s ).
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Obtencion del -Lupeol de diferentes fuentes naturales v valoracién de su actsvidad antidiabética en ratones.

i:j Control

Glibenclamida 10 mg/kg
B-Lupeol 30 mg/kg

B-Lupeol 100mg/kg
= B-Lupeol 300 mg/kg

gm_ | § =

Griéfica 2. Area bajo la curva de glucosa (mg.h/dl), en el estudio
hipoglucemiante. Cada barra representa la media & el
error estandar de la media. * Diferencia significativa respecto
al control con P<0.01.
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Glucosa sanguinea (mg/dl)

de su actividad antiliabética en ratuncy

—&— Control

160 -~ —#l— Tolbutamida 100 mg/kg
—h— §_Lupeot 30 mwkg

140 - \ —¥— B-Lupeol 100 mg/ky
- B-Lupeol 300 mg/ky

120 S

100

80 -

60 -

40 -

20 -

T T T T T | I i
0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (minutos)

Grifica 5, Perfil de la concentracion plasmatica de glucosa vs.  tiempo. para un
estudio antihiperglucémico después de la administracion oral de B-Lupeol
aislado de la corteza de PsewdoBombax  ellipticum  Cada simbola
representa ta media # el error estandar de la media.
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Glucoesa sanguinea (mg/dl)

el §-| i iferentes fuente: es v valoracién de su actividad antidéabética en ratores.

—&— Control normal
—#— Control diabético
—h— Glibenclamida 10 mg/kg

—W~ {3-Lupeol 30 mg/kg
4 B-Lupeol 100 mg/kg

—#— B-Lupeol 300 mg/kg

500 —
400 -
300
200 g
100 -
0 o

] T t 1 | | I 1

0 2 4 3] 8 10 12 14

Tiempao (dias)

Grifica 6. Perfil de la concentracion plasmatica de glucosa vs. tiempo, para un
estudio antidiabético después de la administracién oral de B-Lupeol
aislado de la corteza de PseudoBombax ellipticum. Cada simbolo

representa la media + el error estandar de la media. *Diferencia significativa
con ¢l control con P< 0.05 (Prueba t de Dunnet’s).
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8. DISCUSION DE RESULTADOS.

En forma general se observd que los extractos hexanicos de la raiz de Croron
Jragilis (Tabla 9} y la parte 4rca de Rhipsalis cassutha (Tabla 12) no contienen el p-
Lupeol. De la corteza de Croton fragilis (Tabla 10) sc obtuvieron 1.58 g de un sélido
blanco, con un punto de fusion de 176-180°C, con un patrén cromatografico similar al
p-Lupeol, pero no se logré purificar por técnicas convencionales (cromatografia en
columna y tecristalizacién), por lo que se requiere de otras técnicas para purificar el

stlido e identificarlo plenamente.

En el caso de la corteza de Pouteria hypogiatca (Tabla 11) se ebtuvo 127.9
mg de un sdlido blanco con un punto de fusion de 152-161°C, muy por debajo del
reportado para el B-Lupeol, revisando la literatura se encontraron datos similares a los

experimentales, correspondiendo dichos datos al Estigmasterol.

De la corteza del PseudoBombax ellipticum (Tabla 13) se lograron aislar
551.2 mg de un sélido blanco cristalino, cuyo punto de fusion fue de 198-200 °C y el
cual fue identificado como B-Lupeol por presentar un patron cromatografico similar a
una muestra auténtica y mediante sus datos espectroscopicos (Tabla 14) que
correspondian a los descritos en la literatura (Hiroyuki ef al., 1995; Reynolds et al.,
1986).



Obtencién de B—Lupeo! de diferentes fuentes naturales v valoracién de su actividad antidiabética en ratones.

En la evaluacién farmacologica del efecto hipoglucemiante (Gréfica 1) del p-
Lupeol se observd que las dosis de 30, 100 y 300 mg/kg no mostraron diferencia
estadistica con respecto al tiempo inicial, en cambio la Glibenclamida a la dosis de 10
mg/kg (Farmaco hipoglucemiante) produjo una disminucion rapida de glucosa
sanguinea de —52.94% a las 4 horas {P<0.05). Si bien se encontraron diferencias
significativas en el ABC para la dosis de 30 mg/kg de B-Lupeol, esto no tiene
significado debido a que en éste grupo de animales los niveles de glucosa fueron

siempre mayores a los de los otros grupos de prueba (Grafica 1 ¥ 2).

Debido a que la dosis de 30 mg/kg de B-Lupeol incrementd un 28.40 % los
niveles de glucosa sanguinea a las 2 horas (Grafica 1), se realizaron dos estudios
adicionales de la actividad hipoglucemiante a esta dosis. En el primero se modifico el
tiempo de muestreo (Gréfica 3 A). Los resultados mostraron que no existe efecto

hipoglucemiante.

En el segundo estudio se cambio la via de administracién de oral a
intraperitoneal  (Grifica 3 B), utilizando el tiempo de muestreo anterior, los
resultados mostraron que existe una disminucién del 40.28 % en los niveles de
glucosa sanguinea a los 3 minutos y un aumento paulatino en los siguientes minutos,
siendo estadisticamente diferente del control a los 3 y 5 minutos. Lo que indica que el
efecto hipoglucemiante del B-Lupeol es rapido y de corta duracién. También puede
indicar que por via oral el §-Lupeol no se puede absorber adecuadamente para ejercer
su accién, ya que es bien conocido que la absorcién de farmacos es mayor por via

intraperitoneal que por via oral.
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Obtencién de B-L. | de diferentes fuentes naturales v valoracidn de sy actividad antidiabética en ratones.

La administracién de una gran cantidad de glucosa en personas sanas (No
diabéticas) produce un aumento en la glucosa sanguinea, que desencadena la
liberacion.de insulina, en cantidad suficiente para cubrir las necesidades y aumentar
la captacion de glucosa por tejidos y 6rganos, Para observar si ¢l [f-Lupeol disminuye
la cantidad y la velocidad de absorcién de glucosa (es decir un efecto
antihiperglucémico), s¢ administré por via oral ¢l B-Lupeol y después de 30 minutos
se administrd una carga de glucosa (2 g/kg). Los resultados farmacocinéticos (Tabla
15) obtenides muestran que no existe diferencia estadistica en la ABC que es un
indicativo de la cantidad de glucosa absorbida, Cyuay y €l cociente ABC/Cruay, que se
relacionan con la velocidad de absorcién, solamente existe diferencia en el tnay a la
dosis de 100 mg/kg de B-Lupeol, por 1o que se puede concluir que el B-Lupeol no

presenta efecto hipogluceminate administrado por via oral en ratones.

Finalmente la evaluacién del efecto antidiabético (Grafica 6) se inici6 con la
administracién de alloxan (100 mgke, via intraperitoneal) a ratones, provocando
dafio en las células B del Pancreas y por ende un estado diabético, a las 24 horas
aumentaron los niveles de glucosa aproximadamente un 400%, niveles que son
considerados como diabéticos. Posteriormente se administré diariamente por via oral
B-Lupeol (30, 100 y 300 mg/kg), Glibenclamida (10 mg/kg) y vehiculo por un
periodo de 10 dias, ¢l dia 13 se administré 1 U de insulina por via intramuscular, para
observar si regresan los niveles normales de glucosa. Los resultados obtenidos
muestran que el B-Lupeol no disminuye los valores de glucosa sanguinea en los
tratamientos evaluados durante los 10 dias, no presentando diferencia estadistica. Sin
embargo la administracién de insulina exogena si reduce a niveles normales los
valores de glucosa en todos los tratamientos. Por lo que el B-Lupeol no es capaz de

mejorar el estado diabético en éste modelo de diabetes tipo L.
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Obtencién de B-Lupeol de diferentes fuentes naturales y valoracion de su actividad antidiabética ¢n ratones.

La Glibenclamida no disminuy¢ los niveles de glucosa, debide a que su
mecanismo de accién es estimular la liberacion de insulina por las células B del
Pancreas (Green y Harris, 1993), al estar dafiadas por la administracidn de atloxan no

se presenta el efecto.

Los datos anteriores manejan 2 puntos importantes; 1) que el B-Lupeol
administrado por via intraperitoneal presenta efecto hipoglucemiante debido tal vez a
que por esta via se absorbe para ejercer su accién, 2) que en este momento no se
puede rechazar que este metabolito, comin en diferentes plantas medicinales
utilizadas como antidiabéticas, participe en la accién antidiabética de dichas plantas
y que su efecto requiera de su acumulacion después de dosis miltiples debido a su

baja capacidad de absorcion.
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9. CONCLUSIONES.

La mejor fuente natural para obtener PB-Lupeol fue la corteza de

PseudoBombax ellipticum.

El p-Lupeol a dosis de 30, 100 y 300 mg/kg. aislado de la corteza de
PseudoBombax  ellipticum no presenté actividad hipoglucemiante,
antihiperglucémica ni antidiabética cuando se administra por via oral en

ratones.

El p-Lupeol a dosis de 30 mg/kg administrado por via intraperitoneal en

ratones presentd actividad hipoglucemiante répida y de corta duracion.




Obrencidn de f—Lupeol de diferentes fuentes natyrales v valoracién de su actividad antidiabélica en ratones.

10. PROPUESTAS.

¢ Buscar otro vehiculo para la administracion de! f-Lupeol en el que sea soluble, y

de este modo aumentar la velocidad de absorcion.

*  Ajustar los lotes de 6 animales, para cada efecto bajo las mismas condiciones.

¢ Debido a que la dosis de 30 mg/kg de B-Lupeol mostré resultados con diferencias
estadisticas significativas, se hace necesario realizar més estudios de esta dosis.

» Efectuar mas estudios sobre el P-Lupeol para comprobar su uso como

hipoglucemiante, tal vez con dosis maltiples.
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12. APENDICE.

En este apéndice se presentan los espectros de infrarrojo (Espectro 1),
resonancia magnética nuclear de Hidebgeno (Espectro 2), Resonancia magnética de
Carbono 13 (Espectro 3) y el espectro de masas (Espectro 4) del B-Lupeol aislado de
la corteza del PseudoBombax ellipticum (Mococque).
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