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RESUMEN

En las Ultimas décadas se ha incrementado la incidencia de pacientes con
diabetes tipo 2 en todo el mundo, la Organizacién Mundiat de la Salud estima que
gl nimero de personas diabéticas en México se incrementara de 2,179,000
existentes en el afio 2000 a 6,130,000 para el afio 2030, cerca de un 281% mas,
en comparacion con el incremento mundial del 214% (WHO, 2005). Lo que
provoca que la prevencion y el tratamiento de la enfermedad sean prioritarios en el
ambito nacional e internacicnal. Los dafos producidos a largo plazo por la
hiperglucemia crénica se ven reflejados en problemas micro y macro vasculares
que merman la calidad y esperanza de vida de los individuos que padecen esta

enfermedad.

Este trabaja evaludé el efecto de cinco plantas hipoglucemiantes; Cecropia
obtusifolia Bertol, Equiseturn myriochaetum Schitdl. & Cham, Acosmium
panamense (Benth) Yakovlev, Malmea depressa (Baillon) R. E. y Opuntia
streptacantha Lem. sobre la absorcién de glucosa a nivel intestinal en ratas (n-
STZ) diabéticas.

Se probaron los extractos butandlicos de E. myriochaetum Schitdl. & Cham, C.
obtusifolia Bertol, A. panamense (Benth) Yakovlev y M. depressa (Baillon) R. E.
Fries; asi como dos modalidades, extracto total y filtrado, de O. streptacantha

Lem.
Los extractos de C. obtusifolia, A. panamense, M. depressa ; asi como dos las
modalidades de extracto de O. streptacantha, tuvieron un efecto similar al control

positivo, el farmaco acarbosa, un inhibidor de las alfa-glucosidasa intestinales.

El extracto de £. myriochaetum, se comportd como el control negativo.



Se caracterizd fitoquimicamente el extracto de O. streptacantha; mediante dos
pruebas cromatograficas, TLC y HPLC. En la prueba de TLC se encontrd
Unicamente presencia de terpenos. En cuanto a la prueba de HPLC, se encontrd
un pico Unico que corresponde a un solo compuesto, que como se comprobdé en
las parte farmacologica debe ser el responsable del efecto en la absorcion de
glucosa a nivel intestinal. Resultado que se aprecia al ver el efecto del extracto
filtrado de Q. streptacantha. El cual se encuentra libre de fibras y material insoluble

en agua.



INTRODUCCION

En las ultimas décadas se ha incrementado la incidencia de pacientes con
diabetes tipo 2 en todo et mundo, la Organizacion Mundial de la Salud estima que
el numero de personas diabéticas en México se incrementara de 2,179,000
existentes en el afio 2000 a 6,130,000 para el afio 2030, cerca de un 281% mas,
en comparacién con el incremento mundial del 214% (WHO, 2005). Lo que
provoca que la prevencion y el tratamiento de la enfermedad sean prioritarios en el

ambito nacional e internacional.

El término diabetes mellitus describe un desorden metabdlico de una etiologia
multiple, caracterizado por una hiperglucemia crénica, con alteraciones en el
metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas, por defectos en la secrecion y/o
accién de la insulina (WHO,1999).

Los dafios producidos a largo plazo por la hiperglucemia cronica se ven reflejados
en problemas micro y macro vasculares que merman la calidad y esperanza de

vida de los individuos que padecen esta enfermedad.

Son varios los procesos patogénicos que se encuentran implicados en el
desarrollo de la diabetes; estos van desde una destruccion autoinmune de las
células B del péncreas, con la consiguiente deficiencia de insulina, hasta
condiciones de resistencia a la insulina. La accién deficiente de la insulina en los
tejidos diana es la responsable del metabolismo anémalo de los hidratos de
carbono, grasas y proteinas en la diabetes. Frecuentemente coexisten en el
mismo paciente una deficiente secrecion de insulina con defectos de la accion de
ésta, sin saberse si una de estas anormalidades es la consecuencia o Ia causa de
la otra. En cualquier caso, el resultado es la hiperglucemia. Los sintomas de una
marcada hiperglucemia incluyen poliuria, polidipsia, pérdida de peso a menudo

asociada a polifagia y visiéon borrosa.




Las complicaciones a largo plazo de la diabetes incluyen la retinopatia con pérdida
potencial de vision; la nefropatia que puede conducir a un falio renal; la neuropatia
periférica con el riesgo de ulceraciones, amputaciones y la neuropatia autonémica

que puede ocasionar trastornos gastricos y genitourinarios cardiovasculares.

La glucosilacién de las proteinas tisulares y otras macromoléculas y la excesiva
produccién de polioles a partir de la glucosa son dos de los mecanismos que se
han propuesto para explicar el daiio tisular resultante de ia hiperglucemia crénica.

Los pacientes con diabetes padecen una mayor incidencia de enfermedades

cardiovasculares, arterioscleroticas, vasculares periféricas y cerebrovasculares.

La gran mayoria de los casos de diabetes pueden incluirse en dos amplias
categorias etiopatogénicas. En el primer caso,diabetes de tipo I, la causa es una
deficiencia absoluta en la secrecién de insulina. Los individuos con alto riesgo de
desarrollar este tipo de diabetes pueden ser a menudo identificados mediante
evidencias seroldgicas de un proceso patolégico autoinmune que se produce en
los islotes pancredticos y también mediante marcadores genéticos. La segunda
categoria; diabetes de tipo Il, es mucho mas prevalente, causada por una
combinacion de resistencia a la accion de la insulina y de una inadecuada
respuesta secretora compensadora. Esta segunda categoria puede estar presente
durante muchos afios antes de ser detectada una hiperglucemia sin sintomas
clinicos, pero suficiente para ocasionar cambios patolégicos y funcionales sobre
los 6rganos diana (A.D.A., 2002)

De acuerdo a la W.H.O. (1999) y la A.D.A. (2004) la diabetes se clasifica en:
Tipo 1. Anteriormente se definia como diabetes insulinodependiente, resulta de la

destruccion autoinmune de las células B del pancreas. Dentro de los anticuerpos

que podemos encontrar estan: anticuerpos para las células del islote, anticuerpos




contra insulina, anticuerpos para la acido glutdmico descarboxilasa y anticuerpos

para las tirosin fosfatasa 1A-2 y 1A-28

Tipo 2. Resulta de la incapacidad para responder adecuadamente a la accién de
la insulina producida por el pancreas. La diabetes tipo 2 es la mas comin e

involucra alrededor del 90% de todos los casos de diabetes en el mundo.

Diabetes Gestacional. Se define como cualquier grado de intolerancia a la
glucosa reconocida por vez primera durante la prefiez . Generalmente después de
aproximadamente seis semanas posparto las mujeres vuelven a valores normales

en su control glucémico.

Existen otros tipos de diabetes, todos ellos relacionados con trastornos en el
metabolismo de carbohidratos y lipidos, pero su incidencia es menor a los tipos

antes mencionados.

Tolerancia anormal a la glucosa (Impaired glucose tolerance -IGT-) y
Glucosa anormal en ayuno (impaired fasting glucose -IFG-). Estos términos se
refieren al estado metabolico intermedio entre una homeostasis normal de la
glucosa y la diabetes como tal. También es referido como prediabetes. La
diferencia en estos términos radica en el limite superior de glucosa plasmatica;
ambos toman como limite de lo normal una concentracion de 109 mg/di de
glucosa plasmatica en ayuno, para el IGT los individuos con niveles mayores a
110 mg/dl y menores a 126 mg/dl de glucosa plasmatica en ayuno presentan este
desorden metabdlico, en cambio para el IFG el rango va de 110 mg/dl y hasta 140

mg/dl para definir al grupo de individuos con este problema metabdlico.

Este estado de prediabetes, es de suma importancia en la actualidad pues se ha

demostrado que tiene una prevalencia mayor a la diabetes misma, pero un manejo




adecuado y oportuno puede significar la diferencia entre el desarrollo o no de la

diabetes.

Actualmente a los pacientes diabéticos se les trata en un inicio con dieta y

ejercicio, en los casos donde este control no resulta suficiente se recurre a la

utilizacion de hipoglucemiantes orales: binguanidas, sulfonilureas, meglitinidas,
tiazolidindionas e inhibidores de las alfa-glucosidas (Tabla 1; Esquema 1), los
cuales cubren las principales causas de la hiperglucemia, como son: produccién

de glucosa hepética, absorcion de glucosa a nivel intestinal, deficiencia en la

produccién de insulina, resistencia periférica a la insulina. Si la terapia con

hipoglucemiantes orales no resulta suficiente se implementa la utilizacion de

insulina.

glimepiride, tolbutamida,
acetohexamida,

tolazamida,

EJEMPLOS MODO DE ACCION
Su mecanismo de accion es el
Glibenclamida, aumento de la estimulacion a las

células B del pancreas para la
liberacion de insulina Se utilizan
regularmente desde la decada
de los ‘50s




" Meglitidinas

Biguanidas

: Replaginida y nateglinida

Similares a las sulfonilureas, son
promotores de la secrecion de
insulina. Tiene una accion en los
canales de K dependientes de
ATP, lo que resulta en una
depolarizacion de la membrana
junto con la exocitosis de
insulina. La
replaginida no presenta un
estimulacion de produccién de
insulina en ausencia de glucosa.

Metformina, buformina

E! mecanismo de accion es la
inhibicion de la gluconeogénesis
hepatica. La metformina activa a
la AMP-proteina cinasa, un
regulador celular del
metabolismo de lipidos y
glucosa. Como resultado se
reduce la actividad de ia acetil-
CoA y se activa el de la

oxidacion de acidos grasos.




| Rosigitazona,
iazqtldihedionh | Troglitazona,
| Pioglitazona

Como principal mecanismo de
accién esta la reduccion de la
resistencia periférica a la insulina
y ia mejora de la sensibilidad a

esta.

Son agonistas selectivos del
receptor gama del activador de la
proliferacion del peroxisoma, un
miembro de la superfamilia de
los receptores nucleares de
hormonas. Los cuales tienen
accion en el metabolismo de
glucosa, Aacidos grasos Yy

colesterol.

Miglitol, Acarbosa

El mecanismo de accion
fundamental es la inhibicidn
reversible y competitiva de las a
- glucosidasas en el borde en
cepillo de fa mucosa intestinai,
produciendo el retraso en la
absorcion de los carbohidratos

complejos

Tabla 1 rincipales Familias de Hipoglucemiantes orales.
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Esquema 1. Principales tratamientos de
hipoglucemiantes orales y su blanco

Los inhibidores de las alfa-glucosidasas destacan por ser utilizados, en pacientes
diabéticos con un diagnéstico reciente o en aquellas personas que se encuentran
en una etapa prediabética, donde el manejo de la glucemia postprandial puede
retardar la progresién del paciente a diabetes tipo 2 (Chiasson, 2002).

El reconocimiento de la importancia del manejo de la glucemia postprandial, no es
recienie, en 1973 Puls y colaboradores sugirieron el manejo de la hiperglucemia
postprandial, a través de la inhibicion de las enzimas que degradan los
carbohidratos localizados en el tracto digestivo.

Son las enzimas conocidas como alfa-glucosidasas las encargadas del
desdoblamiento de los oligo y polisacaridos presentes en la dieta, mediante la
hidrélisis de los enlaces para obtener las unidades basicas 0 monosacaridos.
Estas enzimas se encuentran ancladas a la membrana epitelial de los bordes de
cepillo del intestino delgado (Esquema 2).
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Esquema 2. Principales oligosacaridasas del borde de cepillo del intestina
delgado. (Tomado de Gray, G.M. 1975. N Englan J. Med. 229)

La acarbosa es el agente inhibidor de las alfa-glucosidasas, mas utilizado en la
actualidad. La acarbosa es un pseudoligosacarido, perteneciente a la familia de
compuestos llamados C7N aminociclitoles. Estos compuestos generalmente
contiene un centro activo (moiety) lamado valienamina.

La acarbosa; 0-{4,6-dideoxi-4[1S-(1 ,4.6/5)-4.,5,6-trihydroxi-3-hidroximetil-2-
ciclohexen-1-yll-amino-a-D-glucopiranosif}-(1-—+4)-O-a-D-glucopiranosit-(1 —4)-D-
glucopiranosa. Se obtiene de cepas de bacterias del genero Actinoplanes .

Estructuralmente la acarbosa es un pseudotetrasacarido (Esquema 3), analogo a
la maltotetraosa, y estd compuesta por dos partes; primero una estructura de un
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pseudodisacarido; la acarviosina (valienaminil-4-amino-4,6-dideoxiglucosa), que

esta unida a un residuo de maltosa por un enlace a-1,4 (Wehmeier, 2004)

7 OH

HQ;;,,

HO

O[lllu

HOMHOHC

%

Esquema 3. Estructura de la acarbosa
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MODELOS ANIMALES.

La investigacidn etnofarmacolégica requiere de un modelo in vivo o in vitro que
permita reproducir de la manera mas fidedigna posible la fisiopatologia que

pretende atacar mediante farmacos.

En el caso de la diabetes meliitus (DM), es un problema de etiologia multiple,
caracterizado por la hiperglucemia producto de deficiencias en el metabolismo de
carbohidratos. Para el estudio de esta enfermedad se han propuesto una serie de
modelos animales experimentales, que reproducen diferentes aspectos de esta

compleja patologia.

Existen biomodelos gue desarrollan espontdneamente una hiperglucemia; es
gracias a factores extrinsecos como la dieta y el ambiente; en conjunto con
faclores intrinsecos, los genes; que algunos animales; principalmente roedores
obesos, manifiestan una deficiencia en el manejo de la glucosa y/o la insulina
(Arulmozhi et. al., 2004, Hugues et. al., 2002).

Otro tipo de biomodelos para el estudio de la DM, son aquellos donde las
alteraciones fisioldgicas son producidas experimentalmente. En este grupo de
biomodelos pcdemas destacar 5 distintas maneras de preduccion de animales que

pueden ser considerados ‘diabéticos’.
1 .Métodos guimicos.

La administracién de estreptozotocina o alloxan, provocan la disminucién de la

masa de células p del péncreas .
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2. Métodos quirlrgicos.
La pancreotomia es un procedimiento en el cual se extirpa parcialmente la
glandula para producir un incremento de la glucemia, producto de la falta de

insulina.

3. Lesiones en el hipotalamo ventro medial.

La administracién de electrelitos en la zona ventro medial hipotaldmica causa
lesiones que provocan hiperfagia, hiperinsulinemia y obesidad (Balkan et. al,
1991).

4. Induccion hormonal.

Altas dosis de hormonas como glucagon y glucocorticoides pueden producir

hiperglucemia.

5. Manipulacién génica.

Animales transgénicas, dotados con muilliples copias de genes para insulina,
desarrollan hiperinsulinemia basal cronica respuesta alterada a la insulina y a la

glucosa, insulinorresistencia e intolerancia a la glucosa, lo que provoca alteracion

al metabolismo de carbohidratos (Shiruzi y Sarvetnick, 1991).
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Maodelo n-STZ

La estreptozotocina (STZ)} {esquema 4), 2-deoximetil-nitrasoureaglucopiranosa, es
una molécula que produce una toxicidad selectiva en las células [ del pancreas,
aunque el mecanismo concreto de accidon de esta molécula no se encuentra
dilucidado completamente se cree que su actividad esta relacionada con la
presencia de radicales libres que dafian los nucleos, y por consiguiente el DNA, de
las células B. Se han propuesto cuatrc diferentes mecanismos de accién para la

STZ, aunque la combinacion de éstos podria ser una mejer aproximacion.

1. Generacion de éxido nitricc (NO). El mecanismo por el cual se genera el oxido
nitricc se conoce, se considera que resulta de la degradacion espontanea de la
STZ (Rodriguez et. al., 1999 y Peschke et. al., 2000). Los macrofagos promueven
la produccion de NO generando la destruccién autoinmune de las células p del

pancreas (Rodriguez et. al., 1999, Mordes and Rossini, 1981).

2. Metilacion. El proceso de metilacién causa fragmentacion del material genético
(Takaso et. al., 1991). La degradacion de la STZ genera iones CH;" que tienen la
capacidad de alquilar las bases de ADN, lo que preduce ruptura del material;
cuando el dafo es severo el proceso deriva en la apoptosis de la células B
(Rodriguez et. al., 1999 y Saini et. al., 1996).

3. Energia celular. Se cree que la STZ es responsable de un decremento en la
disponibilidad de NAD, 1o que interrumpe los procesocs enzimaticos de las células
(Takasc ef. al., 1991 y Rodriguez et. al., 1999).

4. Radicales libres. La STZ induce la acumulacidn de radicales superdxido e
hidroxit gque fragmentan el ADN, v se ha concluido que el estrés cxidativo tiene
importancia en la citotoxicidad de la STZ (Takaso et. al., 1991 y Rodriguez et. al.,
1999).
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La destruccion de las células productoras de insulina deriva en una patologia
similar a la de la diabetes Tipo 1, pero al aplicar una dosis calculada se puede
prevenir el dafo total de los islotes de langerhans y asi producir un modelo

apegado a la fisiopatologia de |la diabetes Tipo 2.

CH,CH
qA—0
H
oH H/™OH
!
H  NH-G—N—CH,

Esquema 4. Molécula de estreptozotocina

El modele n-8TZ aprovecha {a capacidad de regeneracién del tejido pancreédtico
en las primeras etapas luega del nacimiento de la rata, con una inyeccion,
intraperitoneal o intravencsa (vena safena) de 100 mg/kg de STZ en el dia de
nacimiento de la rata se produce una destruccion parcial de las células B lo que
provoca una hiperglucemia en los siguientes 3-5 dias, que se pierde durante las
etapas previas a la adulta donde los animales sobrevivientes (mortalidad del 30%)
presentan una patologia similar a diabetes tipo 2 (Portha et. al. 1974 y 1979).

Como variaciones a este modelo la inyeccidn puede llevarse a cabo en el segundo
0 quinto dia después del nacimiento. Bonnier-Weir en 1981, propone un modelo
n2-STZ inyectando con 90 mg/kg de STZ a ratas de la cepa Sprague-Dawley, a

diferencia de las Wistar anteriormente utilizadas.




Las diferencias entre los modelos n0-STZ, n2-STZ y nb-STZ, no estan bien

descritas aunque podemos suponer que estan relacionas con la pérdida de la

capacidad regenerativa del pancreas y por lo tanto con variaciones en los niveles

de insulino deficiencia, y respuesta a la glucosa.




MEDICINA TRADICIONAL

El término medicina tradicional es una generalizacion de todas aquellas practicas
medicas, que no forman parte de la medicina aldépata convencional y ‘moderna’.
Dentro de estas practicas estan la medicina tradicional china, el ayurveda hindu, la
medicina unani arabe, y las diversas formas de medicina indigena. Pero como
toda generalizacion siempre hay un vacio conceptual que no nos permite precisar

en el valor per se de les companentes.

Para lograr una definicion de la medicina tradicional debemos recurrir a dos
puntos, el gue la definicion sea global e inclusiva tanto como sea posible para

abarcar ese abanico de practicas.

En la estrategia de la OMS sobre Medicina Tradicional 2002-2005, encontramos la
primera definicién conciliatoria que pudiera verterse a este respecto: “practicas,
enfoques, conocimientos y creencias sanitarias diversas que incorporan medicinas
basadas en plantas, animales y/o minerales, terapias espirituales, técnicas
manuales y ejercicios aplicados de forma individual o en combinacion para
mantener el bienestar, ademas de tratar, diagnosticar y prevenir las

enfermedades”

Si bien todas las formas de medicina tradicional comparten aspecios, como son
elementos magico-religiosos, la implementacion de hierbas, animales y minerales
y aspectos energétices; cada una de estas terapias es mas gue un sistema de
salud, es un método de curacién que comulga con la idiosincrasia de un puebio, y

es de esta manera que deben ser concebidas por los ojos ajenos.
En México como en muchos paises en vias de desarralio, las practicas

tradicionales han logrado pasar de generacion en generacion hasta llegar a la

actualidad. Su transmisién de manera oral y generalmente familiar, ha implicado
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un filtro selector con elementos duales; por un lado es un filtro que de manera
lenta pero constante deja fuera informacian, por olvido, por descuido, etc. Pero por
otro lado es este mismo filtrado de la informacion la que nos puede asegurar de
manera casi inequivoca gue la informacién que hoy en dia tenemos es la méas

valiosa pues se ha depurado y tamizado una y otra vez.

La medicina tradicional juega un rol muy importante en algunos sistemas de salud
en los paises subdesarrcllados, y no solo debemas pensar en ejemplos como
Etiopia donde en el 90% de los casos es la medicina tradicional su recurso
primario (WHO,2002); en México se estima que més del 64% de la poblacién hace
uso de l[a medicina tradicional para el tratamiento de las enfermedades
{Lozoya, 1892).

Es por esta cotidiana utilizacion de la medicina tradicional en el territorio nacional,
gue es menester realizar investigaciones que nos permitan determinar, en favor de
la salud de la poblacién gue hace uso de ella; aspectos de accesibilidad,
seguridad y eficacia. Investigaciones que como marco rector tendran la vision

integradora y cientifica de la etnofarmacologia.




ETNOFARMACOLOQGIA

La etnofarmacologia es un concepto reciente, surgido en la década de los 60’s en
el 4mbito de los agentes psicoactivos. Es con el libro de Efron en 1967: “Blusqueda
etnofarmacoldgica de drogas psicoactivas” que el término adquiere relevancia

cientifica.

La redefinicién del campo de estudio de la elnofarmacologia y su método se vieron
plasmados en la evolucion det concepto de ta materia; en 1983 Holmstedt y Brunh
definen a la etnofarmacologia como “La exploracién interdisciplinaria de los
agentes bioldgicamente activos tradicionalmente empleados por el hombre”. Afios
después Schultes (1991) vierte una nueva definicion como: “La observacion,
identificacion, descripcion e investigacion experimental de los efectos de las
drogas utilizadas en la medicina tradicional”. Con este enunciado se puntualizan
los sujetos de estudio de la etnofarmacologia, asi como cada uno de los aspectos

que debe comprender un estudio completo.

Es esta documentacidn e investigacion lo que permitira llevar a nuevas
generaciones el conocimiento que a manera de saberes; ha pasado de generacion
en generacion, conocimiento que enclerra una ideologia e ideacincracia de los

pueblos que los concibieron y conservaron,

Todas las civilizaciones y agregados humanos que han existido desarrollaron
sistemas de atencién médica, los cuales se valieron de los elementos disponibles
en su entorno natural, y mediante ensayo vy error, lograron identificar de su

universo de plantas, animales y minerales un selecto grupo de éstos.
Las plantas formaron un grupo muy rico y diverso en el tratamiento de las

enfermedades, las diferentes formas de preparacion podian implicar el tratamiento

de diferentes afecciones, ademas de los convenientes en manejo y almacenaje.
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Pronto muchas plantas formaron parte del conocimiento colectivo y no eran
exclusivas de una persona, fuere cual fuere el nombre que se quiera asignar a

esta persona; médico, curandero, hierbero, chaman, etc.

Las plantas mas eficaces para las enfermedades recurrentes se sembraron
alrededor del domicilio y algunas lograron entrar al hagar para formar reservas que

aseguraran su disponibilidad.

Es mediante la etnofarmacologia que este conocimiento empirico debe ser
evaluado, para detallarlo y documentarlo en términos cientificos que permitan el

analisis universal del conocimiento local.

l.a investigacion etnofarmacoldgica debe iniciarse con el planteamiento de un
método preciso y definido, que sirva posteriormente para hacer comparaciones
entre comunidades de estudio (Heinrich et. al, 1998 y 2002). Una vez disefado el
método y seleccionada la comunidad de estudio correspondiente se debe hacer
una documentacién del conocimiento de las plantas utilizadas en la localidad; toda
planta referida debera ser correctamente determinada con ayuda de la taxonomia
botanica (Andrade-Cetto, 1999) para permitir el valor cientifico que implica la

reproduccién del trabajo en cualquier momento.

El analisis fitoquimico subsiguiente permitira identificar los componentes de la
planta, dentro de los cuales se encuentran los posibles principios actives. La
interpretacion de la actividad bioldgica de los componentes encontrados debera
hacerse desde la perspectiva del uso tradicional de la planta (Holmsted y Brunh,
1983).

Para poder evaluar la actividad o propiedad medicinal de las plantas, es necesario

el establecimiento de un adecuado modelo farmacologico, para probar los
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compuestos idenlificados ya sea de manera aislada o en conjunto (Andrade-
Cetto,1999).

El trabajo de campo que implica la seleccidn del material a trabajar en el
laboratorio en los analisis fitoquimicos y farmacolégicos; es el primer peldafic a
lograr, por lo que una correcta evaluacion y discriminacion es crucial para iniciar

los estudios posteriores.

Resultado de esta observacion, al final de este trabajo se presenta el apéndice |,
en el cual se trata un caso especifico de trabajo etnobotanico, el cual se aborda de

manera matematica.
Eslta aproximacion, que se presenta sélo de manera tedrica, pretende salvar los

inconvenientes que conlleva una seleccion arbitraria del material botanico; en los

estudios fitoquimicos y farmacolégicos.
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ANTECEDENTES DE LAS PLANTAS UTILIZADAS.

Las plantas utilizadas en este trabajo fueron seleccionadas por ser plantas
previamente estudiadas como agentes hipoglucemiantes en el manejo de la
diabetes en el territorio nacional. Y en esta ocasian se emplea un modelo
farmacologico que permite explorar otros modos de accién que pudieran atribuirse
a la accién de estas plantas. El alcance de los estudios de plantas como agentes
inhibidores de las alfa-glucosidasas ha quedado demostrado con los recientes

hallazgos que se muestran el Apéndice Hl al final de este trabajo.

Equisetum myriochaetum Schitdl. & Cham (EQUISETACEAE)

Descripcién:

Planta con tallos aéreos de 2 a 5 y hasta 8 metros de alto, con verticilos regulares
de las ramas, de 2 g 23 mm de diametro, acanalados con 16 a 48 canales; vainas
del tallo con un radio largo y ancho de 11.5, margen oscuro en el lado superior, el
resto del mismo color del tallo, ocasionalmente en los especimenes grandes la
base de la vaina cbscura; estomas en una linea, en cada lado del surco; ramas
con 6 a 8 canales con tubérculos que rodean a los dientes de una sierra,
apuntando hacia el &pice; estrobilo terminal en las ramas y en tallo principal, romo
con un mucron; estrobilos del tallo de hasta 12 mm de didmetro, estrébilos de las

ramas de 10 mm de largo y 4 de diametro (Pzlacios, 1998).

Distribucion:

Esta especie se distribuye ampliamente en nuestro pais, se le encuentra en
cafiadas, a la orilla de los arroyos, terrenos arenosos y humedos y sobre laderas

calizas con vegetacion de bosque mesdfilo de montafia, matorral submontano,

bosque de Pinos, bosque tropical subcaducifolio, bosque tropical subperenifalio y
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bosque de galeria, se distribuye en un rango de altura que va de 300 a 2100

m.s.n.m.
Etnobotanica;

Planta utilizada en el manejo de diabetes (Andrade-Cetto, 1999), en general las
especies del género Equisetum se ulilizan para tratar problemas renales y de vias
urinarias; asi como malestares propios del aparato digestivo como son gastitis,

dolor, inflamacién, tlcera y vomito (Argueta, 1984).

Antecedentes fitoguimicos:

Del extracto empleado en este trabajo Andrade-Cetto et.af (2000) reportan cuatro
compuestos derivados del camferol, los autores demostraron que son estos
compuestos los presentes en el te medicinal.

Camacho etal. (1992) reportan la presencia de B-sistosterol, pinocembrina,
crisina, B-d-glucosistosterol y una mezcla de acidos grasaos compusta por: acido
laurico, miristico, pentadecandico, palmitico, margérico, esteérico, behenico v

lignocérico.

Antecedentes farmacoldqicos:

Con el extracto butandlico utilizado en el presente trabajo Andrade-Cetto st.al
(2000) realizaron pruebas en ratas con diabetes inducida por estreptozotocina,
obteniendo actividad hipoglucemiante.

Pérez (1984) realizé pruebas con ratones, con las gue demostro el efecto diurético
del extracto cloroférmico a dosis de 50 mg/kg.

Revilla ef. al. {2002) probo el efecto hipeglucemiante de esta planta en pacientes
diabéticos, obteniendo un efecto significative 80 min. luego de la administracién

del extracto acuoso.
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Cecropia obtusifolia Bertol. (Cecropiaceae)

Descripcion:

Arbol monopédico de hasta 20 metros, con tronco derecho, hueco, con pequefios
contrafuertes © raices zancudas de seccion circular, con copa irregular,
estratificada y con pocas ramas horizontales al tronco. La corteza de color gris
claro; las hojas se encuentran dispuestas en espiral y aglomeradas en la punta de
las ramas, son simples y peltadas, de color verde obscuro brillante en el haz y
grisaceas en el envés. Especie dioica con flores en espigas axilares sostenidas
por una bractea espatiforme caediza, las espigas masculinas son pardo grisaceas,
12-15 de 8-10 cm de largo, espigas femeninas de 4-6 de 13-20 cm de largo. Los
frutos son aquenios agregados en las espigas, que contienen una semilla de sabar

similar al higo y maduran todo el afio (Pennington y Sarukan, 1998).
Distribucién: -

Tiene un ampiia area de distribucion en el pais; que va desde Tamaulipas y San
Luis Potosi hasta Tabasco y Chiapas en la vertiente del Golfo, y desde Sinaloa
hasta Chiapas en el Pacifico. Propia de vegetacion secundaria de cualquier tipo de

selva, excepto en selva baja caducifolia y espinosa (Pennington y Sarukan, 1998).
Etnobotanica:

Se recomienda para el tratamiento de diabetes, asi como para problemas de
presion arterial, problemas renales en general. También hay reportes de su uso
para piquetes de alacran, quemaduras, como analgésico para el asma, reuma,

obesidad y nervios (Argueta, 1994).




Antecedentes fitoquimicos:

Andrade-Cetto v Wiedenfeld en 2001 reportan para el extracto butandlico utilizado
en este trabajo la presencia de flavonoides, iso-orientina y acido clorogénico,
otros estudios fitoquimicos han detectado esteroles y taninos ademas de aziicares
como: ramosa, glucosa y xilosa; también se han reportado la presencia de

saponinas y fenoles (Trejo, 1983).

Antecedentes farmacoldgicos:

Andrade-Celto y Wiedenfeld (2001) demostraron que la iso-orientina y el acido
clorogénico, presentes en el extracto examinado en este trabajo son los

responsables de la actividad hipoglucemiante en ratas con diabetes inducida.

Trejo (1983) realiz6 estudios con ratones CD1 con diabetes inducida por aloxan en
el gue reporta actividad hipoglucemiante del extracto hexanico de la planta.Otro
trabajo hecho con conejos hiperglucémicos demostrd fa accion hipoglucemiante
del extracto acuoso de las hojas de la planta (Roman-Ramos, 1991).

Revilla et. al. (en prensa) reporta la actividad hipoglucemiante de la planta probada

en pacientes diabéticos.
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Malmea depressa (Baillon) R. E. Fries (ANNONACEAE)

Descripcion:

Arbusto o arbol, usualmente de 10m de altura o menos. Posee corteza gris clara,
el tronco de 20 cm o menos de diametro, las ramas jdvenes son pilosas y se
vuelven glabras répidamente; las hojas jovenes sobre los peciolos miden de 3-4
mm de longitud, lancecladas a elipticas, la mayoriade 7a12cmdelargoyde 2 a
5 cm de ancho en etapas mas avanzadas de desarrollo, agudas a atenuadas-
acuminadas, usualmente agudas y desiguales en la base, lustrosas por encima,
un poco pilosas en sus estados jovenes pero conforme envejecen se vuelve
glabras, nervaciones prominentes; Inflorescencias terminales u opuestas a las
hojas, pedicelos de 1 a 2 cm de longitud, glabros o ligeramente cubiertos de
tricomas; los sépalos de redondos a ovalados, obtusos, glabros, de 2 a 3 mm de
tongitud; los pétalos totalmente ovalados o elipticos, glabros, verdosos, de 18 a2 23
mm de longitud; sus frutos son bayas de 1.5 cm de longitud o mas pequerios,
elipsoides, rojos, obtusos, glabros (Standley y Steyermark, 1946).

Distribucién:
Habita en clima calido entre los 2 y los 34 msnm. Asociada a vegetacion
perturbada derivada de bosques tropicales caducifolio y subcaducifalio (Argueta,

1994).

Antecedentes etnoboltanicos:

Los usos medicinales de esta planta se encuentran referidos en la zona sur del
pais, Quintana Roo y Yucatan, siendo empleada en problemas renales, entre

ellos, mal de rifidn, calculos y como diurético. Otros padecimientos en los que se
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aplican sus propiedades medicinales son: diabetes, leucorrea y gonorrea {Argueta
et al., 1994; Andrade-Cetto ef. al., 2005).

Antecedentes fitoquimicas:

De la corteza de Malmea depressa se han aislado los componentes fenilicos alfa-
azarona y otros tres propenilbencenos; ademas de dos alcaloides parecidos en
cuanto a estructura al alcaloide llamado ateroespermidina. Se ha observado que a
dosis de 80 mg/kg de alfa-azarona, administrada en rata se producen
decrementos de colesterol y triglicéridos (Argueta , 1994). También de! extracto
cloroférmico (CHCly) de la corteza de la parte area se han aislado los siguientes
compuestos:

1,2,3,4 - tetrametoxi-5-(2-propenyl) benceno,2,3,4,5- tetrametoxicinnamaidehido,
trans-isomiristicina, 2,3,4,5-tetrametoxicinnamil alcohol y 2,3,4,5-
tetrametoxibenzaldehido. Este dltimo presentd actividad inhibitoria de crecimiento
en plantulas de diferentes especies (Jiménez et. al., 1998).

Andrade-Cetlo et.al. (2005) rerporta dos derivados fenilbutinocos; (1) 2-Hidroxi-
3,4,5-trimetoxi-I-(2’,4’-hidroxi-3'-dihidroxibutil-benzeno; (2) 2-hidroxi-3,4,5-
trimethoxy-1-(2°,3",4"-hidroxi)buti-benzeno. Obtenidos de dos diferentes maneras

de preparacion tradicional de extractos acuosos de la planta.

Antecedentes farmacologicos:

En el trabajo de Andrade-Cetto et. al (2005), se encontré actividad
hipoglucemiante, de ios extractos acuoscs, asi como del extracto etandlico y

butanodlico, en ratas con diahetes inducida.
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Acosmium panamense (Benth) Yakovlev (FABACEAE)

Descripcion:

Arbol de aproximadamente 40 metros de altura, con tronco derecho y ramas
descendentes y de copa piramidal. Hojas dispuestas en espiral, imparipinada de 9
a 22 cm de largo, hojas compuestas por 9 a 12 foliolos opuestos o alternos,
elipticos o lanceolados, con el margen entero, apice agudo, base cuneada a
redondeada, verde brillante y glabros en el haz. Verde grisaceo y con escasa
pubescencia en el envés. Flares en paniculas axilares de pétalos amarillos. Sus
frutos son vainas aplanadas de 5 a 10 cm de largo de color verde a verde
grisaceo, glabras que contienen de 1 a 3 semillas ovaides aplanadas morenas,

brillantes (Pennington y Sarukan, 1998).

Distribucian:

Se encuentra en la vertiente del Golfo, desde el centro de Veracruz y norte de
Qaxaca al sur de Yucatan y Campeche; en la vertiente del Pacifico desde
Michoacén hasta Chiapas. Abundante en la selva baja perennifolia (Pennington y

Sarukan, 1998).

Antecedentes etnobotanicos:

Auxiliar en el tratamiento de diabetes, asi como de malestares del aparato
digestivo como son dolor y diarrea, también para afecciones del aparato
respiratorio: tos y bronguitis. Dentro de otros usos que se le dan estan: dolor de

cabeza, espasmos, malaria.
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Antecedentes fitoquimicos:

De Acosmium panamense se ha aislado panamina (Romo de Vivar, 1985),
Balandrin y Kinghorm (1882) aislaron 4-alfa-hidroxj-esparteina. Tambien se
detectado 2 derivados de metoxilupinina (Veitch, 1997) asi como tres pironas;
desmetiliangonina, B-D-O-glucosida, y B-0-O-di(1-8)glucosida (Andrade-Cetto v
Wiedenfeld, 2004).

Antecedentes Farmacoldgicos:

Del extracto butandlico que es utiizado en este trabajo Andrade-Cetto y
Wiedenfeld (2004) demostraron el efecto agudo sobre la glucemia en ratas con
diabetes inducida por estreplozotocina; del extracto acuoso de partes aéreas
Bustamante en 2000 comprobd su actividad hipoglucemiante en un modelo de

ratas con diabetes inducida.
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Opuntia streptacantha Lem. (CACTACEAE)

Descripcidn:

Planta arborescente, muy ramosa, hasta de 5 m de altura. Tronco bien definido de
hasta 45 cm de diametro. Articulos obovados a orbiculares, de 25 a 30 cm de
longitud, colar verde obscuro. Aréolas pequefas, cercanas entre si para este
grupo. Espinas numerosas, extendidas, blancas; gléquidas color pardo rojizo, muy
cortas. Flores de 7 a 9 cm de ancho, amarillas a anaranjadas; sépalos rojizos;
filamentos verdosos o rojizos; I0bulos del estigma 8 a 12, verdes. Fruto globoso,

de 5 cm de didmetro, rojo obscuro o a veces amarillento, en ambos casos por

fuera y por dentro.
Distribucién;

En el valle de México, en los estados del Hidalgo, Estado de México y el Distrito
Federal, en altitudes de 2300-2700 msnm.

Antecedentes etnobotanicos:

Para reumatismo, gquemaduras, infecciones, hidratante de la piel, dlcera

estomacal, disenteria, diabetes (Argueta, 1994).
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Antecedentes fitoquimicos.:

Opuntia forma dos principales compuestos de carbohidratos en los cladodios, los

encontrados en el mucilago y las pectinas,

El polisacarido del mucilage y fos de las pectinas muestran residuos de acido,
galacturonico, arabinosa, ramnosa, galactosa, xilosa y acida urdnico (Goycoolea,
2003)

De Opumntia ficus-indica var. Saboten, especie similar a O. streptacantha, se

aislaron los siguientes compuestos (l.ee, 2003):
Flavonoides, caempferol (1), quercetina (2), caempferol 3-metyl ether (3),
quercetina 3-metyl ether (4}, narcisina (5), (+)-dthydrocaempferol {aromadendrina,

8), (+)- dihydroquercetina (taxifolina, 7), eriodictyol (8).

Terpenoides:(8 S,8 S)-3-oxo-a-ionol-b-D-glucopyrancsida (9) y corchoionesido C
(10).

Antecedentes Farmacolégicos:

En modelos animales existen reportes de una baja en la glucosa postprandial y en
los niveles de HbA1c, asi como efectos sinérgicos con insulina, usando Opuntia
futiginosa (Trejo-Gonzalez, 1996).

Los trabajos de Frati-Munari et al. (88,89,90,91) reportan que los individuos
tratados con nopal presentan niveles de glucosa menores a los controles; asi
como menores niveles de insulina. Lo que supone un efecto positivo en |a

resistencia periférica a la insulina.
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HipOTESIS

*Si los extractos de las plantas utilizadas tienen un efecto inhibidor sobre las
enzimas, alfa-glucosidasas, degradadoras de azucares complejos, el efecto se

apreciard como una reduccién en la absorcion de glucosa, producto de dicha

inhibicion.
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OBJETIVO

(GENERAL

*Evaluar en un modelo animal para diabetes tipo 2, la accion de 5 plantas, ya
estudiadas como agentes hipoglucemiantes; como inhibidores de !as aifa-

glucosidasas.

PARTICULARES

*Probar los extracios butandlicos de: Equisetum myriochaetum Schitdt. & Cham,
Cecropia obtusifolia Bertol, Acosmium panamense (Benth) Yakovlev y Malmea
depressa (Baillen) R. E. Fries en ratas diabéticas del modelo de induccion n-stz.

Como agentes inhibidores de las alfa-glucosidasas intestinales.

*Probar el extracto de Opuntia streptacantha Lem. en dos modalidades total y
filtrada en ratas diabéticas del modelo de induccién n-stz. Como agente inhibidor

de las alfa-glucosidasas intestinales.
*Caracterizar mediante Cromatografia de Placa Fina (TLC), la presencia de
diferentes grupos de metabolitos secundarios presentes en el extracto del cladodio

de Opuntia streptacantha Lem.

*Determinar por medio de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) los

compuestos presentes en los extractos de Opuntia streptacantha Lem.
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MATERIAL ¥ METODO

Colecta de material y preparacidn de extractos

Los extractos butandlicos de Cecropia obtusifolia Berto!, Equisetum myriochasetum
Schitdl. & Cham, Acosmium panamense (Benth) Yakovlev y Malmea depressa
(Baillon) R. E. Fries fueron elaborados y estudiados previamente por el Dr. Adolfo
Andrade Cetto y se encuentran referidos en sus publicaciones de 2001, 2002,
2004 y 2005 respectivamente. Las plantas cuentan con ejemplares de herbario
depositados en el Herbario IMSSM, bajo los niumeros de voucher siguientes:
Cecropia obtusifolia Bertol, 11496 y 14140, Equisetum myriochaetum Schitdl. &
Cham, 11266; Acosmium panamense (Benth) Yakovlev, 14649 y Malmea
depressa (Baillon) R. E. Fries, 14702 y 14706.

Para el caso de Opuntia streptacantha Lem., se colectd en la delegacién Milpa
Alta del Distrito Federal, en mayo de 2004. Tabién cuenta con su ejemplar de
herbaric depositada en el Herbario IMSSM, con el nimero 15048. Los cladodios
de la planta fueron molidos en fresco y puestos a ultracongelacién a —70°C, para
su posterior liofilizacion.

FiToQuimica

*Cromatografia en capa fina (TLC)

Se realizé esta prueba solo para el extracto de Q. streptacantha Lem. debido a
que era la Unica planta de las utilizadas para que hacia falta los datos fitoquimicos
que nos permitieran tener la certeza de la presencia de los compuestos presentes

en extracta con una posible actividad farmacoldgica.. Se utilizaron placas de silica
gel 60 Fasq4 de 20x20 cm (Merck). De acuerdo a los diferentes grupos de
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metabolitos secundarios a identificar se utilizaron los siguientes sistemas de
elusion (Tabla 2).

- GRUPO DE METABOLITOS SECUNDARIOS | % - SESTE,N&'DE ELUSION™ [ &
85 14: 1 chlorometano Metanol Hldl’OdeO
de amonio al 25%

Alcaloides

. 49:17:17:17 n-Butanol:n-Isopropanol;
Grupos Fendlicos

Acido acético:Agua
Terpenos 80:20 n-Hexano:Diclorometano
Aziicares 60:40 Acido bérico:Acetona

Tabla 2. Sistemas de elusién para la pruebas de cromatografia por grupo de
metabolito secundarios.

Para el revelado de las placas se utilizaron, reveladores especificos para cada

grupo de metabolitos secundarios; tal como se muestra en ia tabla 3.

Alcaimdes — - Reactwo de Dragendnrf
Grupos Fenotlicos Acido Difenilbourinico + UV
Terpenos Vainillina + Calor
Azicares Anisaldehido + UV

Tabla 3. Reveladores para las cracas crogatograficas.

*CROMATOGRAFIA LiQuIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Se ulilizé la cromatografia de alta resolucién para la identificacion de los
compuestos presentes en los extractos, total y filtrado, de O. streptacantha Lem.
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Las condiciones del sistema para la identificacion de los compuestos fueron las
siguientes:

*Columna: NUCLEOSIL 100-5-C18, EC-250-4

*Fase movil: Acetonitril 15: Metanol 15: Buffer Acido Fosférico 70.

*‘Detector: Luz Ultravioleta

*Tiempo: 20 minutos

FARMACOLOGIA

-Animales experimentales

Se emplearon ratas de la cepa Wistar, proporcionadas por el Bioterio de la
Facultad de Ciencias, U.N.A.M. Se trabajé unicamente con ratas hembras con un
peso aproximado de 200-250 g. Los animales se mantuvieron bajo condiciones
controladas; 25° C de temperatura, 50% de humedad relativa y un fotoperiodo de
12 horas. Las ratas tuvieron acceso ad iibitum al alimento (Purina Ralston) y al
agua, con la salvedad de los dias de experimentacion en los cuales se requeria de

ayuno.
Los animales ocupados, fueron individuos con diabetes inducida por et modelo n-
STZ; esto para lograr una patologia lo mas similar posible al padecimiento de
diabetes tipo 2.

“Medicidn de glucosa

Las mediciones de glucosa se efectuaron con dos glucémetros; ACCUTREND GC
(Roche) y ACCU-CHECK Sensor {Roche), mediante la utilizaciébn de sus

respeclivas tiras reactivas.

Las muestras de sangre animal se obtuvieron de la vena caudal.
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*Grupos experimentales.

Las ratas fueron separadas en 9 grupos experimentales de 11 ratas cada uno,
conforme al tratamiento que recibirian. Los tratamientos se muestran en la tabla 4.

GRUPO EXPERIMENTAL 5

1-Control (-) B "~ Sol. Maltosa 3g/Kg _

2-Control (+) Acarbosa 3mg/Kg + Sol. Maltosa 3g/Kg

Extracto Bu-OH de Equisetum myriochaetum .096g/Kg

3-Experimental (1) + Sol. Maltosa 3g/Kg

Extracto Bu-OH de Cecropia obtusifolia .096g/Kg

4-Experimental (2) + Sol. Maltosa 3g/Kg

Extracto Bu-OH de Malmea depressa .096g/Kg

5-Experimental (3) + Sol. Maltosa .

Extracto Bu-OH de Acosmium panamense .086g/Kg

6-Experimental (4) + Sol. Maltosa 3g/Kg

Extracto Total de Opuntia streptacantha .1350/Kg

7-Experimental (5) + Sol. Maltosa 3g/Kg

Extracto Filtrado de Opuntia streptacantha .135g/Kg

8-Experimental (6) + Sol. Maltosa 3g/Kg

9-Repaglinida Repaglinida 4mg/Kg + Sol. Maltosa 3g/Kg

Tabla 4. Grupos experimentales
-Elaboracién y administracién de Tratamientos
Unas vez calculada la dosis correspondiente para cada rata experimental, los

extractos, se pusieron en suspensioén en solucién fisiologica (solucion de NaCl
9%).
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Para el caso del extracto filtrado de O. streptacantha Lem, se utilizdé un fittro C18,
para eliminar todos los componentes insclubles en agua.

La administracion de las soluciones se realizé de la siguiente manera:

Primero se administré el agente experimentatl (acarbosa, o los extractos de las
plantas}) con ayuda de una sonda esofagica que permite asegurar que el
tratamiento llegue hasta el tracto digestivo.

Pasados 5 minutos, se les administré a las ratas una solucion de maltosa, a una
dosis de 3g/Kg. A partir de este momento se tomaron los tiempos para las
mediciones subsiguientes.

Las mediciones de glucosa de los grupos experimentales se realizaron en los
tiempos 0,30,60,90 minutos; donde T, indica la media previa a la administracion
cualquier tratamiento y Tao, Ten, Tes hacen referencia a la toma de muestras
minutos después de la administracion del tratamiento (Esquema 5).

Este método es para determinar el nivel glucosa en sangre, proveniente del
desdoblamiento de la maltosa administrada.

Como control positivo se empie6é el farmaco Acarbosa (Glucobay, Bayer), un
agente inhibidor de las alfa-glucosidasas.
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To

Tratamilento
5 minutos
Carga de Maltosa
3g/Kg
T a0
Teo
T s0

Esquema 5. Secuencia del método experimental.

ANALISIS ESTADISTICO

Se emple6 un aprusba de ANOVA y se aplicé un post-hoc de Tuckey. Los datos

se consideraron significativos con una p<0.05.




RESULTADOS

-Fitoquimica

La prueba de Cromatografia en placa fina (TLC), sélo se aplico para el extracto

total de Opuntia streptacantha Lem. debido a lo ya descrito.

Con esta prueba no se encontrd la presencia de alcaloides, grupos fendlicos ni de
azicares. De los grupos de metabolitos evaluados solo las terpenos se

encontraron presentes en el extracto de O. streptacantha (Tabla 5).

~ METABOLITOS .. EXTRACTO DE

- SECUNDARIOS ép’gpff&stfébf_ééaﬁthé
Alcaloides. | Reactivo de Dragendorf Aus'enté; |

Grupos Fendlicos | Acido Difenilbourinico + UV Ausentes
Terpenos Vainillina + Calor Presentes
Azlcares Anisaldehido + UV Ausentes

Tabla 5. Identificacion de metabolitos secundarios
para el extracto de Opuntia streptacantha Lem.

La placa cromatogafica para identificacion de terpenos se muestra en el esquema

6, donde puede observar la pigmentacion, tanto de las dos referencias como de la

muestra perteneciente al extracto de O. streptacantha.
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Esquema 6. Placa cromatografica para identificacion de Terpemos

Referencia 1=Borneol ; Referencia 2=Citrol
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En lo referente a la prueba de HPLC (Esqguema 7), con deteccion con luz
ultravioleta. Se integraron dos picos con el 70% de los muestreos, en las tres
modalidades de deteccion; dos longitudes de onda 220 y 275 (WL) para el extracto
fitrado y una longitud de onda, 220, para el extracto total.

El primer pico se interpretd como el eluyente y el segundo como un compuesto en
los extractos de O. sirepfacantha. El solapamiento de los tres cromatogramas
efectuados y la presencia de los mismos picos en todos ellos nos indica que el
compuesto se encuentra tanto en el extracto fitrado como en el total de O.
sireptacantha; los cuales fueron probados en la parte farmacolégica de este
trabajo.

Opuntia Strep.

06|

05 l
¥ ]

2 04

Tj 03
=

02

0l

o

L .
] i L] 2 12 15 ] 21
Time

Esquema 7.Cromatograma del extracto de Opuntia streptacantha
Negro WL 220 filtrado-; gris WL 275 —filtrado-; Rojo WL 220 ~total-.
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-Farmacologia

De las mediciones de glucosa, con los diferentes tratamientos descritos en la
metodologia, se obtuvieron los siguientes resultados (tabla 6) Los extractos
butandlicos de C. obtusifolia Bertol, A. panamense (Benth) Yakoviev y M.
depressa (Baillon) R. E. Fries, asi como el extracto de Opuntia streptacantha Lem.
tienen un efecto significativo sobre la absorcién de glucosa a nivel intestinal, efecto
que se observa a partir de los 30 minutos.

0 g [ o SsEndar 1
To Tao Teo Teo

15447 241+12° | 212+16° 193+15°

15016 179+112° | 169+62° 158+6°

142+5 238+19° 208+20° 184+18°

144+4 151442 141162 12946 2P

15317 174+10° 172+62° 16415

14414 177+82° 175+8° 169+8°

15042 152+42 1506 2 14043 3P

14143 152+22° 148+5° 142442

LIl 1462 250+12° | 24319° 226+9°

' a-muestra difereﬁclas significativas contra el control en el tiempo de muestra

b-muestra diferencias significativas contra T, del tratamiento. n= 11

Tabla 6. Medias de los valores de glucosa con su error estandar para los

diferentes tratamientos
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Las graficas 1 muestra las curvas de glucosa en sangre, donde se puede observar
que el tratamiento con los extractos butanélicos de de C. obtusifolia Bertol, A.
panamense (Benth) Yakoviev y M. depressa (Baillon) R. E. Fries; como el extracto
de O. streptacantha Lem, tienen un efecto similar al obtenido con la acarbosa.

—4—C
ACARBOSA
EQUISETUM
CECROPIA

#—OPUNTIA

MALMEA
~—— ACOSMIUM

Curva de Glucosa en los diferentes tratamientos

i _ 3 OPUNTIA FILTRADO

i REPAGLINIDA

X - 1] 1]
2 Min

Grafica 1.Curvas de glucosa en sangre




La grafica 2 muestra las medias de la medidas de glucosa, destacando los
tratamientos que tuvieron diferencias significativas contra el control.

- Medias de Glucosa en los diferentes tratamientos 3 CONTROL
OEQUISETUM
0 CECROPIA
B OPUNTIA TOTAL
0 MALMEA
B ACOSMIUM
0 OPUNTIA FILTRADO
B REPAGLINIDA
240
g = ‘
<)
£ [
« 20 . —
L]
o
323
3
- Rl |-
160 —
140 _—
10 —
0 0

Grafica 2.Comparacion entre la absorcién de glucosa entre los diferentes tratamientos
i:"=Expresa una diferencia significativa de p<0.05; n=11, respecto al control, para el mismo
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Para tener una mejor percepcion del efecto en la absorcion intestinal de glucosa,
se realizd un ajuste percentil de los datos, y en la grafica 3 se observa la similitud
en el comportamiento en la absorcion glucosa de los grupos experimentales de C.
obtusifolia Bertol, A. panamense (Benth) Yakoviev y M. depressa (Baillon) R. E.
Fries y O. streptacantha Lem. con el control acarbosa.

Ajuste Percentil de las curvas de giucosa por tratamiento

N
//

§ - ’/ V\"%\
-~ -

an | — —

u n B0 a0

Min
Gréfica 3. Curvas de absorcion de glucosa por tratamiento con un ajuste percentil

Los grupos experimentales de Equisetum myriochaetum Schitdl. & Cham y
Repaglinida se comportan de manera similar al control negativo (Graficas 1, 2y 3).




DISCUSION

El trabajo presentado, muestra que los extractos butanclicos de Cecropia
obtusifolia Bertol, Acosmium panamense (Benth) Yakovlev y Malmea depressa
{Baillon) R. E. Fries; asi como el extracto de Opuntia streptacantha Lem. tienen

una actividad, sobre la absorcién de glucosa a nivel intestinal.

Actividad que en el modelo experimental empleado se comporta como el control
positivo, el farmaco acarbosa. También se demuestra que no todas las plantas
poseen esta actividad, pues el extracto butandlico de Equisefum myriochaetum
Schitdl. & Cham se comporta como el control negativo.

Las plantas que se utilizaron mediante extractos butandlicos, son plantas que en fa
literatura se encuentra referida su accién hipoglucemiante en modelos
farmacologicos para el estudio de diabetes tipo 2; mas aln, los extractos
empleados fueron estudiados en su compasicién quimica en trabajos publicados
anteriormente por Andrade-Cetto y colaboradores (2000, 2001, 2004, 2005), con lo
que su constitucion se encuentra definida, lo que permite tener la certeza de la
presencia de los compuestos activos en los extractos; y este trabajo aporta datos
que enriquecen el conocimiento previo de la actividad de estas plantas.

No asi el caso de Opuntia streptacantha Lem., planta para la cual en este trabajo
aporta datos fitoquimicos resultado de las pruebas cromatograficas TLC y HPLC,
datos que nos permiten acercarmnos a la elucidacién de el o los agentes
responsables del efecto sobre la absocidn de glucosa a nivel intestinal observado

en este trabajo.

La utilizacién def nopal, como terapia alternativa en el manejo de la diabetes es
muy difundida en el territorio nacional, trabajos como los del Dr. Frati Munari a
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finales de los afios 80 y los del Dr. Roman-Ramos esbozaron el alcance del

estudio de esta planta, sin lograr dilucidar un mecanismo de accidon concreto.

Las suposiciones iban dirigidas hacia la accién de la fibra contenida en los
cladodios como el agente que producia una mejora en la glucemia. Pero con el
método empleado para el presente trabajo, se deduce que existe una actividad
hipoglucemiante, que debe estar relacionada con los compuestos presentes e

identificados por HPLC en el extracto de la planta.

Ya que el extracto total, asi como el filirado libre de fibras, tiene un efecto
significativo en la disminucion de la absorcion intestinal de glucosa. Esto no
excluye que el rico contenido en fibra sea un coadyuvante en el manejo de la
glucemia, pero deja claro que no es el Unico mecanismo por el cual Opuntia

streptacantha produce una mejora en la glucemia postpandrial.

Una vez observado el efecto significativo sobre la absorcién de glucosa a nivel
intestinal, es necesaric implementar nuevos métodos que nos permitan asegurar
que la reduccion en la absorcion es debida a la inhibicidn de las alfa-glucosidasas,

enzimas involucradas en la hidrélisis de oligo y polisacaridos.

Aun asi es posible aseverar que Cecropia oblusifolia Bertol, Acosmium
panamense (Benth) Yakovlev, Malmea depressa (Baillon) R. E. Fries y Opuntia
streptacantha Lem., plantas tradicionalmente empleadas en el manejo de diabetes
en el territorio nacional, pueden ser empleadas en el tratamiento de pacientes con
un diagnéstico reciente o en aquellos que se encuentran en el estado conocido
como prediabetes; y con ello retardar o en algunos casos prevenir las
complicaciones propias de la diabetes, mediante el control de la glucemia

postprandial.




En lo referente a Cecropia obtusofolia Bertol, es una planta empleada a lo largo
del sureste mexicano. Los estudios han demostrado su actividad como agente
hipoglucemiante tanto en animales de laboratorio como en pacientes humanos. Su
accién ha sido asociada a la inhibicion de la gluconecgénesis hepatica; en este
trabajo se pone de manifiesto que ademés de dicha accion tiene actividad en la

absorcion de sacaridos a nivel intestinal.

Ademas de que en el caso especifico de Opuntia streptacantha Lem., es un planta
accesible y asequible, a través de todo el territorio nacional, asi como de uso
seguro. Lo que cumple con los lineamientos de la Organizacién Mundial de la

Salud para el empleo de terapias alternativas.
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CONCLUSIONES.

Los extractos butanélicos de C. obtusifolia Bertol, A. panamense (Benth) Yakoviev
y M. depressa (Baillon) R. E. Fries; asi como los extractos de O. strepiacantha
Lem. tienen una actividad, sobre la absorcion de glucosa a nivel intestinal.

El efecto de Q. sfreptacantha sabre la absorcion de glucasa debe estar dado por el
compuesto detectado en las pruebas cromatogréficas; y no sélo por el rico

contenida en fibras.

Los extractos total y filirado de Q. streptacantha, poseen el mismo compuesto, tal
como lo reveld la cromatografia de alta resolucion (HPLC).

Como resultado de este trabajo; O. streptacantha y C. obtusifolia son plantas con
un alto potencial para la obtencién de nuevos compuestos que funcionen como

inhibideres de las alfa-glucosidasas intestinales.

La futura implementacidn de modelos in vitro, permitird aseverar que el efecto
observado en este trabajo es debido a la inhibicion de las alfa-glucosidasas

intestinales.
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APENDICE |

Todo trabajo etnofarmacolégico tiene su punto de partida con la parte
etnobotanica, para la posterior seleccién de una planta para los estudios

fitoquimicos y farmacologicos pertinentes.

Como resultado de un trabajo etnobotanico generalmente se consigue un numero
elevado de plantas que son utilizadas por la comunidad para el tratamiento y
cuidado de la salud. Resulta obvio que no es posible el evaluar todas las plantas
que la comunidad reporta por la elevada inversidn de esfuerzo humano y

econémico que ello conllevaria.

Esta problematica no es de reciente apreciacion, pero ;coémo seleccionar de
manera objetiva y libre de juicios personales la planta a probar en el laboratorio?

Existen aproximaciones matematicas que pretenden salvar este problema.

La primera aproximacién que se puede hacer de los datos etnobotanicos es en
referencia al nimero de menciones de una planta contra el total de menciones del

universo de plantas mencionadas.

Este tipo de aproximaciones son la frecuencia simple, la frecuencia relativa y el
porcentaje. A continuacion se presentan su formula.

Fx=[(Mx){100)}/Mt

Donde Fx es la frecuencia evaluada para la planta “x", Mx es el nimero de
menciones de la planta para una misma enfermedad, v Mt es el nimero de
menciones totales, es decir de todas las plantas referidas por la comunidad. Como
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se aprecia, existe la constante 100, que sirve para representar el valor final en
porcentaje.

Otro inconveniente que se tiene al procesar los datos etnobotanicos y realizar la
seleccion de plantas a estudiar en modelos farmacolégicos es cuando una planta

esté referida como tratamiento para dos o mas enfermedades.

Friedman en 1986, desarrolld un algoritmo para evaluar cual es la afeccion a la
que estd mas vinculada la utilizacion de la planta. Friedman denomind esta
ecuacion como el Nivel de Fidelidad (FL), por sus siglas en inglés.

FL=(ip/lu)100

Donde Ip es el nimero de informantes que de manera independiente reportan el
uso de la planta con un propésito particular, v lu es el nimero de informantes que
reportan el uso de planta para cualquier fin. El FL esta referido en parcentaje, por

lo que el uso mas cercano a 100 indica la aplicacién mas comun.

Otra aproximacién para evaluar el acuerdo que existe entre las personas de una

comunidad de como tratar una enfermedad, es el Consenso del Informante (IAR).

IAR= (TCAS) - (NSRA)
{TCAS) 1

En donde TCAS es el total de casos de una enfermedad en la muestra; NSRA es
el niimero de remedios diferentes para la enfermedad. Esta ecuacion tiende a 1
mientras menos remedios existan, para una enfermedad, lo que indicaria gue los

pocos remedios son efectivos y de amplia aceptacion en la comunidad.
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Como una madificacién al algoritmo anterior, Michael Heinrich(1998) desarroli6 el
Factor de consensc del informante (ICF), el cual no trata a las enfermedades

como unidades de interés, sing que engloba a éstas en diez categorias:

*Gastrointestinales *Enfermedades dolor/febriles
*Dermatolégicas *Esqueleto-musculares
*Respiratorias *Oftalmicas

*Ginecologicas *Urolégicas

*Sindromes culturales *Cardiovasculares

Con la siguiente formula, evalla cada categoria, por separado y la categoria que

mas se acergue a 1, es la mas conocida.

Fic = —_Nur-Nt
Nur-1

En la expresion anterior Nur, es el nimero de reportes para la categoria; Nt es el

nuamero de taxa ocupados para tratar la categoria.

Como se puede apreciar al revisar estas aproximaciones matematicas, al trabajar
con las plantas utilizadas para el tratamiento de una t(nica enfermedad, sélo es
posible emplear la frecuencia simple. La cual no resulta satisfactoria
completamente ya que podemos interpretar que para este algoritmo todas las
plantas tienen los siguientes atributos:

*Las plantas (remedios) se utilizan aleatoriamente

*Tienen igual valor para los empleadores
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*El conocimiento es de cada planta mencionada por una persana es igual en todos

los casos de mencion.

Como resultado del trabajo etnobotanico del grupo del Dr. Adolfo Andrade Cetto,
hemos encontrado que estas premisas se encuentran muy lejos de cumplirse en
las comunidades de estudio, por lo que nos dimos a la tarea de desarrollar una
formula matemaética que permita replantear estos postulados y evaluarlos en el

campo.

Para abordar el problema planteado se redisefiarcn los aspectos a evaluar; tanto

los tedricos como los referentes a la praxis.

Como antecedenies se plantearon las siguientes aseveraciones, gue contrastan

con las ocupadas por la frecuencia simple.

*Las plantas (remedios) no se utilizan aleatoriamente, existe un uso diferencial o
p

dirigido de un nimero reducido de plantas.

*Las plantas (remedios) no tienen igual valor para los empleadores, los
empleadores tienen un aprecio diferencial hacia las plantas utilizadas.

*El conocimiento de cada planta mencionada por una persona no es igual en

todos los casos de mencién.
En la parte practica estos aspectos se evalian mediante la correcta elaboracion

de un cuestionarioc que refleje estos elementos. Como puntos a valorar se

proponen los siguientes ejes.
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*Conocimiento de la planta

*Conocimiento del remedio

*Aprecio a la plantafremedio.

En el primer rubro “conocimiento de la planta”, se toman en consideracién, el
dominio de caracteristicas que permitan al informante saber que estd ocupando

una planta determinada.

La segunda categoria “conocimiento del remedio” evalua el manejo de aspectos

referentes a la preparacién y caracteristicas del remedio.

Como tercer campo “aprecio a la planta/remedio” se toman en consideracién lo

relativo a la confianza y aprecio tanto a la planta como al remedio.

Esquema 7. Interaccion de los aspectos a evaluar
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En el esquema 7 la zona sombreada, representa el maximo solapamiento de los
fres aspectos a evaluar, a medida que esta zona crece, se torna en una

interseccion completa que seria el ideal (esquema 8).

fimﬁ%

Esquema 8. Interaccion ideal

La elaboracién y aplicacién de un adecuado cuestionario etnobotanico que nos
permita indagar en estos tres aspectos axiales, es el primer paso. lLa eleccién de
preguntas o reactivos que evidencien esta informacion se deja a criterio del
investigador, asi como la ponderacion o no de las mismas.

La informacion recavada sobre cada planta, proporcionada por los informantes (i),
denotara para cada informante el valor de la planta “x” en su universo de plantas

para una enfermedad especifica.

La evaluacion de una planta para la comunidad se realiza a partir de estos datos

individuales.
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Y es asi que podemos suponer que el valor de una planta para la comunidad esta

referida por dos aspectos.

*El nimero de menciones de una planta.

*El grado de conocimiento / aprecio.

En la parte matematica estos aspectos se conjugan en la siguiente expresion

Donde Vx representa el valor de la planta “x”, por la comunidad para el tratamiento

o
de una enfermedad especifica; Z Vxi , representa la suma de los valores
i=1

individuales dados por cada informante para la planta “x”, esto quiere decir la
suma de los valores resultado de la aplicacién del cuestionario etnobotanico. Que
con base en nuestra suposicion no es igual para todos y cada uno de los
informantes, sino que es resultado de la integracion de los aspectos evaluados por

el cuestionario.

El factor mVx, es la media estadistica de los valores Vxi , lo que en realidad
representa una proporcion del conocimiento entre la ocurrencia. En otras palabras
del total de personas que reportan la planta “x” para el tratamiento de una

enfermedad, el valor de conocimiento promedio es mVx.
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La valor Ce, representa al coeficiente de correlacion, una constante que permite
integrar y comparar todas las plantas mencionadas por la comunidad, en

referencia al numero de menciones.

Por o que Cc es el nimerc maximo de menciones obtenido por una planta en el
muestreo. Este surge del supuesto de que con el nimero muestral (cuestionarios
realizados) si las plantas fueran empleadas aleatoriamente, éste seria el nimero

de menciones de todas y cada una de las plantas referidas.

Si suponemos que la planta mas mencionada es la mejor conacida y apreciada; y

no asi el resto de las otras plantas, tenemos:

* Vxi de la planta ideal tiende a <o, conforme la muestra crece.

* Vxi del resto de las plantas tiende a & < o0, conforme la muestra crece.

*mVx de la planta ideal tiende a 1

*mVx del resto de las plantas se encuentra en el intervalo [0,1]
*Cc es igual ai nmero de menciones de la planta ideal

*Cc >que el numero de menciones del resto de las plantas

*Vx tiende a 1 para la planta ideal

Como las aseveraciones anteriores aplican para un “ideal” y el trabajo de campo
no es asi, el algoritmo ut supra prevé esto, y equilibra los aspectos ideales, sin
favorecer a la planta méas mencionada ni a la mejor conocida y apreciada, sino a
aquella que presente un balance de estos dos aspectos. Esto se logra mediante
las dos referencias; la media mVx, que alude al conocimiento y el Cc que alude a

las menciones.
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Como otro aspecto a valorar, en el conocimiento tradicional del uso de las plantas
en el tratamiento de enfermedades, se encuentra las variaciones en el modo de

preparacién y las partes usadas (pw).

Para integrar esta dispersion en la formula anterior, suponemos que a mayor
diversidad en el modo de preparacion y partes usadas menor es la fidelidad de la

informacidn lo que representa un menor aprecio o conocimiento.

Esta variacidén la incorporamos como una razén inversa. Es decir 1/pw. Pero si
tomamos pw, tal cual, el impacto de la dispersion en los modos de preparacion es
muy grande; con dos modos de preparacion el valor de la planta se evalia como

50%, y con tres modos de preparacion se estima en un 33%.
Para minimizar este impacto, realizamos un ajuste tomando la raiz décima del

valor de modos de preparacidon, de esta manera el decremento es atenuado

(grafica 4).
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Modos de preparacion
Grafica 4. Comparacién de tasa de decremento
Valiéndonos de las leyes de los exponentes, cambiamos la raiz décima por el

exponente 0.1, y la razdn inversa la adicionamos expresando este exponente en

negativo.

Con este algoritmo es posible evaluar de manera practica y objetiva los remedios
utilizados por una comunidad para el tratamiento de una enfermedad o condicién

especifica.
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APENDICE Il

Inhibidores de las alfa-glucosidasas obtenidos de fuentes naturales.

Dentro de las opciones terapéuticas para el tratamiento de la diabetes tipo 2, los
inhibidores de las alfa-glucosidasas destacan por ser el grupo empleado en el

tratamiento de pacientes prediabéticos o recién diagnosticados.

Con la investigacion etnofarmacéutica, que parte de las practicas de medicina
tradicional y evalla estos conocimientos con el rigor cientifico, en los Ultimos afios
se ha logrado aislar, caracterizar y probar en modelos in vitro o in vivo, una
variedad de compuestos producidos por organismos, principalmente plantas.

Son los metabolitos secundarios de gran interés en la investigacion,

particularmente en el desarrollo de terapias para la diabetes.
A continuacion se presenta una compilacion, por grupo de metabolitos

secundarios, de los mas recientes agentes inhibidores de las alfa-giucosidasas

extraidos de fuentes naturales.
Alcaloides

Casuarine 6-O-g-glucosido, aislado del extracto metandlico de la corteza de
Syzygium malaccense (L.) Merr. & L.M. Perry (Myrtaceae) (Kiyoteru et. al., 2005).

HO CH, OH
OH N OH
COH
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Tres nuevos alcaloides isoquinolinicos, schulzeinas A, B y C fueron aislados de la
esponja marina Penares schulzei. Su estructura es a partir de dos aminoacidos y

un acido graso Cos €l cual esta sulfatado (Takada et. al., 2004).

~OSO3Na

NaO3SO"
OH N
A OSO3NEI
HO ~0SO3Na
N._.O
OH N
B 0OSO3Na
HO

0503 Na

Las radicaminas A y B, dos alcaloides pirrolidinicos fueron aislados de Lobelia
chinensis (Campanulaceae), y ambos muestran actividad inhibitoria de las affa-
glucosidadas (Shibano et. al., 2001).
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Flavonoides

Cinco 6-hidroxi-flavonoides, 6-hidroxiapigenina (1), 6-hidroxiapigenin-7-O-B-D-
glucopiranosida {(2), 6-hidroxiluteolin-7-Q-B-D-glucopiranosida (3), 6-
hidroxiapigenin-7-0-(6-O-feruloil)-B-D-glucopiranosida (4), y el 6-hidroxiluteolin-7-
O-(6-O-feruloil)}--D-glucopiranosida (5), fueron aislados del extracto metandlico de
las hojas de Origanum majorana; y todos ellos muestran actividad inhibitoria a las

alfa-glucosidasas intestinales de rata (Kawabata ef. al., 2003).

Rt Rz R3 R4
T on H H  OH
2 poH P-DGK H OH

3 OH DGk OH OH
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Terpenos

De Ferula mongolica se aistaron ocho derivados de sesquiterpenos, los cuales
fueron probados como agentes inhibidores de las alfa-glucosidasas (IAG).

Sus nobres y estructuras se presentan a continuacion; rei-(2R,3R)-2-[(3E)-4.8-
dimetilnona-3, 7-dienit]-3,4-dihidro-3,8-dihidroxi-2-metil-2H,5H-pyrano[2,3-
bj[1]benzo piran-5-ona (1), rel-{(2R,3R)-2-[(3E)-4,8-dimetilnona-3,7-dienil}-2,3-
dihidro-7-hydroxi-2,3-dimetil-4H-furo[2,3-b]{1]benzopiran-4-ona (2), rel-(2R,3R)-2-
[(3E)—4,8-dimetilnona-3,7-dienil]-2,3-dihidro-7-hidroxi—2,3-dimeti|~4H-furo[3,2—
cj[1]benzopiran-4-ona (3), rel(2R,3R)-2-[(3E})- 4 8-dimetilnona-3,7-dienil]-2,3-
dihidro-7-metoxi-2,3-dimetil-4H-furo[3,2-c][1]benzopiran-4-ona  (4), (4E.8E)-1-(2-
hydroxi-4-metoxifeni|)-5,9,13-trimeti|tetradeca-4,8,12-trien-1-ona (5), el rel-(2R,3S)
diasterecisomero 6 de 2, el rel-(2R,3S) diastereoisomero 7 de 4, ¥ (4E,8E}-1-(2,4-
dihidroxifenil)-5,9,13- trimetiltetradeca-4,8,12-trien-1-ona (8) (Igbal Choudhary et.
al.,, 2002).
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Fenoles

De Cuscuta reflexa, se han aislado los siguientes compuestos fendlicas; 7'-(3',4'-
dihidfoxip'henii)-N-[(4 methoxiphenil)  ethillpropenamida (1), 7'-(4™-hidroxi-3'-
metoxifenil)}-N-{(4-butilfenilJetillpropenamida (2), 6,7-dimetoxi-2H-1-benzopirano-2-
ona (3), 3-(4-O-B-D-glucopiranosida-3,5-dimetoxifenil}-2-propen-1-ol,2-(3-hidroxy-
4-metoxifenil)-3,5-dihidroxi-7-O-B-D-glucopirano side-4H-1 benzopirano-4-one (4)
(Anis et.al., 2002).

H H
HO' HO --
1 2
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De la fraccién acuosa del extracto metandlico de las hojas de Hyssopus officinalis

se aislaron dos compuestos con actvidad inhibitoria sobre las alfa-glucosidasas;
(75,88)-syringoylglycerol 9-0-p-D-glucopyranoside (1}, y (75,83)-
syringoylglycerol-9-O-(6’-O-cinnamoyl)-B-D-glucopyranoside (2) (Matsuura et. al.,
2004).
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