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Efecto hipoglucemiante de Tournefortia hirsutissima L. y
Parathesis Ilenticellata Lundell en ratas diabéticas (nSTZ2)

RESUMEN

El estado de Veracruz se ubica dentro de los cinco primeros lugares de
incidencia de Diabetes mellitus en México. En la region, al igual que en otros
estados de la Republica Mexicana se recurre con frecuencia al consumo de
plantas con actividad medicinal para combatir la enfermedad. En la herbolaria
veracruzana, Lagrima de San Pedro (Tournefortia hirsutissima L) y Chagalapoli
(Parathesis lenticellata Lundell) han mostrado actividad contra el padecimiento.
En este trabajo se evalué el efecto hipoglucemiante de los extractos de las plantas
al administrar de forma aguda a un modelo de ratas diabéticas inducidas por
estreptozotocina (n-STZ), lo cual permiti6 comprobar que ambas especies
presentan efectivamente actividad hipoglucemiante.

Los extractos de la corteza de T. hirsutissima L, preparados en solucién
acuosa (Ac) y butandlica (BuOH) a concentraciones de 233 mg/Kg y 80 mg/Kg
respectivamente presentaron efecto hipoglucemiante después de la primera hora
de ser administrados; con una significancia de P< 0.001 para el extracto acuoso.
Mientras que el extracto acuoso (Ac) de las hojas de P. lenticellata Lundell, a una
concentracion de 93.3 mg/Kg produjo efecto hipoglucemiante después de
transcurridas tres horas de su administracion con una diferencia significativa de P
< 0.05 con respecto al grupo de control diabético.

Los extractos de T. hirsutissima (Ac y BuOH) y P. lenticellata (Ac)
evaluados en las pruebas fitoquimicas por el HPLC dieron como resultado la
presencia de cinco compuestos asociados con la actividad de cada planta.

En el analisis por CPF se determino la presencia de fenoles para T.
hirsutissima y terpenos en P. Lenticellata grupos de metabolitos secundarios que
se han relacionado con efectos hipoglucemiantes anteriormente.

El extracto Ac de T. hirsutissima a una concentracién de 233 mg/Kg reduce

hasta en un 22.2% la glucosa circulante en el torrente sanguineo de nuestro
modelo diabético.




INTRODUCCION

Los metabolitos naturales que se han identificado con actividad
hipoglucemiante son flavonoides, xantonas, triterpenos, alcaloides, algunos
aminoacidos, guanidinas y polisacaridos, entre otros compuestos fitoquimicos.
Los mecanismos de acciéon sobre los seres vivos de las plantas con efectos
hipoglucemiantes en algunos casos aln son desconocidos, lo que propicia un
creciente interés sobre la elucidacion e interpretacion de la forma en que actdan

metabolicamente.

Una linea de trabajo al respecto es la Diabetes mellitus; enfermedad que se
ha incrementado en la poblacién mundial en las Gltimas décadas sobre todo en la

gente en edad productiva.

Esta incidencia es favorecida por aspectos genéticos presentes en las
poblaciones humanas y que son resultado adicionalmente a los nuevos estilos de
vida que se llevan, esto ha detonado una alarmante preocupacién por el aumento
de los niveles de glucosa circulante en torrente sanguineo. Por esta razon una
pronta y adecuada atencion por parte de las Instituciones de Salud Publica y
Privada podrian proponér como alternativa terapéutica el consumo de plantas
medicinales que reduzcan la hiperglucemia de los pacientes diabéticos y asi
ofrecer a los distintos grupos sociales y étnicos otro medio de atencion a la

enfermedad.

El presente trabajo comprobd que dos especies, Lagrima de San Pedro
(Toumnefortia hirsutissima L.) y Chagalapoli (Parathesis lenticellata Lundell)
utilizadas en el Estado de Veracruz, México como tratamientos herbolarios contra
la Diabetes meliitus presentan efecto hipoglucemiante al ser administradas en

forma aguda a un biomodelo de ratas diabéticas (n-STZ).

En la literatura se encuentran reportes sobre el uso de infusiones de hojas y
corteza de T. hirsutissima con efecto hipoglucémico. En el estado de Veracruz se
utiliza preferentemente la infusion de la corteza para tratamientos diuréticos y

antidiabéticos.




En la region de los Tuxtlas, particularmente las infusiones de las hojas de P.

lenticellata son consumidas como agua de uso en el tratamiento de la Diabetes.

Por el endemismo de esta Ultima resultaba interesante el comprobar si

presentaba algun efecto de tipo hipoglucemiante.

(S




L ANTECEDENTES

1.1. DIABETES MELLITUS

La Diabetes mellitus resulta de la secrecion deficiente de insulina. Esta
deficiencia puede ser absoluta o relativa. Los mecanismos patoldégicos que
producen diabetes van desde la destruccién autoinmunitaria de las células beta
del pancreas (en cuyo caso hay una deficiencia absoluta de insulina), hasta
situaciones en que se observa resistencia a la insulina (deficiencia de insulina
relativa) (Islas, 2001, Lerman, 2004).

La hiperglucemia es el marcador bioquimico de la diabetes como respuesta
a las alteraciones en el metabolismo intermedio de carbohidratos, lipidos y
proteinas principalmente. Islas (2001) sefiala que en la practica cualquier trastorno
que produzca elevacion de la glucosa plasmatica después del ayuno tiende a

denominarse Diabetes mellitus.

La Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 1999) define a la Diabetes
mellitus como el conjunto de desordenes metabolicos caracterizados por etiologias
miltiples entre las que se cuentan; hiperglucemia crénica con disturbios en el
metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas resultado de los defectos en la
secrecion de insulina, su acciébn o ambos, cuyo efecto a largo plazo incluye

disfuncién y dano en varios 6rganos.

Antes de la aparicién franca de Diabetes Tipo 2, aparece el “Sindrome
Metabodlico X”, el cual se manifiesta principalmente por al menos tres de las
siguientes condiciones; alteraciones en el metabolismo de los lipidos
(particularmente concentraciones bajas de colesterol de HDL y altas de
triglicéridos y apoproteina, hipertensién arterial, intolerancia a carbohidratos o
hiperglucemia ligera de ayuno y obesidad central o visceral, hiperuricemia,
microalbuminuria, hiperferritinemia, elevacién de fibringeno, PAI-1, factor de Von
Willehbrandt, esteatosis hepatica no alcohélica (EHNA), esteato-hepatitis no
alcohdlica (NASH) y mas recientemente hiperhomocisteinemia , y resistencia a la
Insulina propiamente dicha (Lerman, 2004).




1.2. NIVELES DE GLUCEMIA

Normalmente, los niveles de glucosa sanguinea se encuentran en el rango
de 80 a 110 mg/dL en ayuno; sin embargo cuando estas concentraciones rebasan
los 140 mg/dL, la glucosa se pierde por via urinaria causando glucosuria. La
utilizacion de glucosa por muchos tejidos, incluyendo el muscular y el adiposo
dependen directamente de la secrecion de insulina y su correcta transportacion al

interior celular.

Siendo la concentracién de glucosa sanguinea una de las caracteristicas de
la Diabetes mellitus (DM), para su diagnostico la Asociacion Americana de
Diabetes (ADA, 1997) considera la presencia de todos o alguno de los siguientes

aspectos:

e Sintomas caracteristicos de diabetes (poliuria, polidipsia, pérdida de
peso) y concentraciones de glucosa en ayuno igual o mayor a 220
mg/dL.

e Concentracion plasmatica de glucosa en ayuno (FPG) igual o mayor de
126 mg/dL sin manifestacion aparente. El ayuno se considera como la

ausencia de ingesta calérica con un minimo de 8 horas.

e Prueba de Tolerancia a la glucosa (CTG) con glucemia mayor a 200
mg/dL después de dos horas de administrado en ayunas. La carga oral
de glucosa para la prueba es de 75 g de glucosa anhidra, disuelta en

agua.

La ADA propone el valor de 109 mg/dL de glucosa en ayuno como el limite
superior normal para considerar la "Resistencia a la Insulina”; ya que a esta
concentracion es a partir de la cual se pierde la primera fase de secrecion de
insulina en respuesta a la administracion de una carga intravenosa de glucosa
(Mancillas, 2002, LeRoith, et al, 2003).




Depende de los depésnos de
glucégeno en el higado

La liberacion de la insulina depende de los niveles de glucosa. Una
hiperglucemia resulta por bajos niveles de insulina o altos niveles de glucagon
como resultado de la estimulacion a los procesos metabdlicos de glucogenolisis y
gluconeogénesis en higado (Garrido, 2005). El aumento de las hormonas que
controlan los niveles de la glucosa se relaciona con la respuesta a la hipoglucemia
o bien a la accién hiperglucémica que pueden desencadenar la resistencia a la
insulina. En ausencia de insulina, algunos érganos, hacen uso de los aminoacidos

y acidos grasos como fuente alternativa de energia. (Manuchar, 2002).

Los individuos diabéticos que sufren de desordenes metabodlicos
generalmente asociados con la deficiente produccion de insulina cursan por dos
fases. La primera fase de la enfermedad estd marcada por una resistencia a la
insulina, una alimentacion rica en carbohidratos y grasas, ademas de inactividad
fisica, esto con el paso del tiempo puede favorecer el aumento de la masa
corporal debido a la incorrecta utilizacion de la glucosa por los musculos y tejidos
adiposos acelerando el proceso de obesidad. Posteriormente, la segunda fase se
da cuando las células beta pancreaticas dejan de percibir los niveles de
hiperglucemia y de reaccionar normalmente a ellos dando paso a la DM tipo 2
(LeRoith, et al, 2003). Dichos factores al incrementar las concentraciones de

glucosa afectan también a los rifiones provocando padecimientos relacionados

con las vias urinarias al alterar los procesos osmoéticos de la membrana renal
(Figura 1) (Manuchar, 2002).
a)

Utiliza glucosa

Recibe .
glucosa

>Polaps:
- Coto
/ Secreta glucos: \ / E
- Tomagluoosa
ingesta de atimentos glucosa  —»  HIPERGLUGEMIA I

Glucosa sanguinea e ‘oma aminodcidos
insulina liberada
Proteinas

4_—’/ Te]ldo adiposo
@ Grasas ——»¥  Tomaguiimiorones —— @

Depende de los deposnos del Formacion de triglicéridos
glucégeno en tejfide muscular

Figura 1: a) Rutas metabdlicas de la glucosa y b) sus consecuencias por hiperglucemia. Modificado
de Manuchar, Ebadi (2002)




1.3. CLASIFICACION DE LA DIABETES

En el afio de 1979, el National Diabetes Data Group (NDDG) de los Estados
Unidos publica la primera clasificacion de la intolerancia a la glucosa en relacion
con la Diabetes mellitus basada en la historia familiar del paciente y su forma de
evolucién. Para 1985 un Comité de Expertos de la OMS revisa la clasificacion y
proponen una nueva basada en la dependencia o no de insulina, denominandose
Insulino dependiente (IDDM) o no insulino dependiente (NIDDM) asi como sus

caracteristicas clinicas.

Posteriormente en 1997, el Comité Internacional de Expertos de la OMS y
NDDG proponen una reclasificacion la cual considera las diferencias etiologicas y
sus formas, dando una division de 4 clases principales: Diabetes tipo 1, Diabetes

tipo 2, diabetes gestacional y otros tipos especificos de diabetes.

Un cambio relevante en la clasificacion actual consiste en reconocer que
existen fases evolutivas durante la historia natural de la diabetes. De esta forma se
admite que existen tres fases: a) la de regulacién normal de la glucosa, b) la de
anormalidad de glucosa en ayuno o tolerancia alterada de la glucosa y c) la de

diabetes mellitus propiamente dicha (Mancillas, 2002).

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) y a la Asociacién
Americana de Diabetes (ADA) se mencionan las caracteristicas que comprende

las 4 clases de Diabetes.

- Diabetes tipo 1. Los pacientes con esta forma de diabetes la presentan
desde edades muy cortas (infancia o juventud) caracterizada por una destruccion

de las células beta de los islotes de Langerhans del pancreas.

Esta forma incluye los casos que resultan de un proceso
autoinmunitario, incluyendo anticuerpos antiinsulina, autoanticuerpos contra
insulina, autoanticuerpos contra la descarboxilasa del acido glutamico (GADsgs) y
autoanticuerpos contra fosfatasas de tirosina 1A-2, IA-2B. Por lo menos uno o mas
de estos anticuerpos estan presentes en 80%-90% de los pacientes cuando

muestran hiperglucemia en ayuno. Normalmente los individuos dependen de




administracion via intravenosa de insulina exégena para prevenir cetoacidosis e

insulinopenia.

- Diabetes tipo 2. Es la forma con mayor prevalencia en el mundo
contemporaneo y ocurre en individuos que tienen resistencia a la insulina mas un
defecto en la capacidad secretora de la misma. Los pacientes generalmente son

personas mayores de cuarenta afos.

Actualmente, estadisticas del sistema de salud en México reportan la
presencia del padecimiento en edades menores a los treinta y cinco afos
asociados a factores ambientales ocasionados por sedentarismo, mala nutricién y

estrés.

El individuo puede ser o no obeso, y controlar su hiperglucemia por

ejercicio o bien por administracién de farmacos orales.

- Diabetes gestacional: Durante el embarazo algunas mujeres sufren una
alteracién en la homeostasis de la asimilacion de glucosa incrementada por los
niveles de estrogenos y progesterona, el cual conduce a una hiperplasia de las
células beta del pancreas incrementando una respuesta de la insulina a la
glucosa. Durante la segunda mitad del embarazo los niveles de lactogeno
placentario modifican la utilizacibn de glucosa materna y de aminoacidos,

propiciando un cuadro clinico asociado a una diabetogénesis.

- Otros tipos especificos: Agrupa situaciones de diabetes generadas por
aspectos genéticos, dafos al pancreas por accidon de infecciones virales,
sustancias quimicas o quirurgicas, que el paciente puede cursar desde nacimiento
o en el transcurso de su vida. Su tratamiento dependera de las caracteristicas

etiolégicas presentes en mayor grado.

En cualquiera de las clases de DM no bien tratadas o controladas pueden
presentarse complicaciones como microangiopatias, glomérulo esclerosis
intracapilar, retinopatia, ateroesclerosis, hipertension arterial, asi como,
neuropatias asociadas con Ulceras, necrosis de 6rganos vy tejidos periféricos (pie
diabetico), disfunciones del aparato excretor y reproductor principalmente. (ltamar,
2003, LeRoith, 2003). |




1.4. DIABETES EN MEXICO

La Diabetes mellitus es un problema de salud creciente, serio y costoso.
Muchos paises en desarrolio han experimentado incremento en la incidencia de
Diabetes mellitus. La morbilidad en paises subdesarrollados ha ido en aumento
asociado a la enfermedad. En el afio 2000 la DM tipo 2 afectaba a 171 millones de
personas en todo el mundo. La OMS calcula que para el 2030 cerca de 366
millones de personas presentaran la enfermedad. (Wild 2004, WHO, 2005).

En la actualidad mas de 180 millones de personas tienen diabetes, un mal
que puedé reducir hasta en veinte afios la expectativa de vida de quien la padece
y con un progresivo deterioro de su salud. En México el panorama es poco
alentador, sobre todo por los habitos alimenticios y la vida sedentaria, factores que
ponen en riesgo la vida de la poblacién mexicana. De acuerdo a los resultados de
la Encuesta Nacional de Salud (2000), la prevalencia de la Diabetes mellitus tipo 2
en adultos mayores de 20 afios de edad, pas6 de 6.7% en 1993 a 7.5% en el
2000, destaca el documento que en estos pacientes se incrementa de dos a

cuatro veces el riesgo de morir por enfermedades cardiacas (SSA, 2005).

En el 2002 fa CONAPO report6 a la Diabetes mellitus en el primer lugar de
enfermedades con mortalidad mas frecuentes entre la poblacion con acceso a
alglin servicio médico. Durante el 2004 con un incremento de 90%, el Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS) la reporta en el segundo lugar de motivos de
atencion en consulta externa en medicina familiar y el primer lugar en

especialidades (Membrefio, 2005).

Esta incidencia habla que cerca del 10% de la poblacién mexicana padece
la enfermedad, cifra que podria incrementarse a 16% en menos de una decada.

El costo anual tan sélo en el sector plblico se estima alrededor de los tres
mil millones de pesos al afio. Por esta razon la diabetes se ha convertido en una
prioridad de atencién para las instituciones médicas del sector publico y privado

(Federacion Mexicana de Diabetes, 2006).




México ocupa hoy el noveno lugar a nivel mundial con incidencia de
Diabetes, se pronostica que en dos décadas podriamos estar ocupando el séptimo
lugar. De ahi que se enfoquen esfuerzos a la atencién de los pacientes diabéticos
y se motive a la poblaciéon en general a reducir los posibles factores de riesgo al
realizarse pruebas preventivas para detectar oportunamente la enfermedad, ya
que si una persona desarrolla diabetes antes de los 40 afios de edad se expone
por un tiempo mayor a los efectos y complicaciones del padecimiento (ENSA,
2006). En cuanto a poblacion con problemas de obesidad México ocupa el
segundo lugar a nivel mundial, situacién que puede estar asociada a la Diabetes
tipo 2 (FMD, 20086).

1.5. MODELOS EXPERIMENTALES UTILIZADOS EN DIABETES

Esta enfermedad ha sido estudiada en animales que desarrollan la diabetes
debido a la alteracion principalmente de las células beta de los islotes de
Langerhans del pancreas y en la cual intervienen factores patogenéticos que se
complementan con dafios posteriores a su desarrollo. Esta situacion se puede
apreciar en varias especies de mamiferos como el hamster chino, ratones, ratas,
conejos, perros y monos. Los biomodelos mas representativos son las ratas de las
cepas Wistar, Worcester y Ottawa; asi como los ratones NOD (non obese diabetic)
(Alarcén-Roman, et al, 1998, Portha, 2002, Hugues, 2002, Itamar, 2003).

Los modelos experimentales con mayor presencia en estudios de DM de
tipo 2 son ratas y ratones, debido a sus similitudes fenotipicas de hiperglucemia,
resistencia a la insulina y su adaptabilidad al manejo en condiciones
experimentales.

Existen drogas o sustancias quimicas ya probadas que son capaces de
provocar la diabetes en animales no diabéticos o estados de hiperglucemia en
animales sanos. Algunas de estas drogas pueden inducir a la resistencia insulinica

o al dafo de las células beta y provocar la enfermedad. Dentro de estas
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sustancias se encuentra la estreptozotocina (STZ), antibiético de amplio espectro
citotéxico.

En las ratas la induccion con STZ puede darse en la etapa adulta (entre las
8 a 10 semanas) o bien al nacimiento (modelo neonato). Los sintomas que se
manifiestan en la rata adulta suelen incluir hipoinsulinemia, hiperglucemia,
glucosuria, pérdida de peso, polidipsia, poliuria y cetoacidosis. En analisis
histopatolégicos de los islotes pancreaticos se ha llegado a observar infiltracion de
monocitos y destruccion de las células beta después de la aplicacién de STZ
(Hitman, 1999, Portha, 2002, Hugues, 2002 ltamar, 2003).

El modelo neonato (n-STZ) se produce cuando la administraciéon por STZ se
efectiia durante la primera semana de vida de la rata y la enfermedad se
manifiesta mas tardiamente. La induccién puede ser al nacer (n0), a los 2 dias
(n2) o a los 5 dias (n5). Los modelos experimentales con cepas Wistar y Sprague-
Dawley de 0, 2 y 5 dias de nacidos al ser inducidas por STZ (n-STZ) mostraron
mayor nivel de destruccién en las células beta del pancreas inicialmente, pero con
regeneracion posterior sobre las mismas, presentando estados de hiperglucemia
moderada; acercandose al simil etiolégico de la Diabetes tipo 2. (Bonner, 1981,
Takeshi Ota, 1999, Portha, 2002, Hugues , et al, 2002, Lei Li, 2004).

Los biomodelos experimentales requieren que el fenotipo sea el mas similar
a la enfermedad humana, permitiendo asi una secuenciacién del ADN vy los genes

relacionados con la misma.

A continuaciéon se mencionan las caracteristicas del modelo neonato (n5-
STZ) en rata Wistar (Portha, 2002, ltamar, 2003, Aruimozhi, et al, 2004).

¢ Rata Wistar neonata, modelo que puede ser inducido via intraperitoneal
o intravenosa desde los 0, 2 6 5 dias del nacimiento al aplicar 90 mg/kg
de STZ diluido en buffer de citratos pH 4.3.
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El modelo n5-STZ de rata W.istar se produce al inyectar
intraperitonealmente a la rata de 5 dias post-nacimiento con STZ. A las dos
semanas de inyectada se aprecia una regeneracion parcial de las células beta del
pancreas. Después de ocho a diez semanas de inducida el modelo muestra
alteracion en la glucosa basal, hiperglucemia moderada, hemoglobina giucolisada
alta, reduccién de células beta pancreaticas y una disminucién de hasta 50% de
insulina plasmatica. En el modelo n-STZ la relacién que existe entre la accion de la
glucosa y la insulina ha demostrado experimentalmente defectos en la glucélisis
oxidativa (Arulmozhi, et al, 2004).

1.6. TRATAMIENTOS FARMACOLOGICOS EN DIABETES

El control de la glucemia en pacientes diabéticos esta relacionado con la
cantidad de insulina presente en el torrente sanguineo y como actua sobre ciertas

sustancias a nivel fisiologico.

Desde la década de los afios veinte el tratamiento para la DM tipo 1 ha sido
con aplicaciones de insulina en diferentes dosis dependiendo de las condiciones

de glucemia del paciente.

En 1942 Janbon y colaboradores, observaron que algunas sulfonamidas
causaban hipoglucemia en animales experimentales, por lo que ciertos agentes
orales hipoglucemiantes se iniciaron como la via sustituta para el manejo del
control en pacientes diabéticos (Guthrie, 2000). A principios de los cincuentas se
instituyeron estudios clinicos con tolbutamida, sobre sujetos no dependientes de
insulina y con caracteristicas de hiperglucemia, lo que favorecié el uso de los

primeros compuestos orales para la DM tipo 2 (Godman, 1996).

Los agentes orales se clasifican de acuerdo a su mecanismo de accién y su

composicidén quimica en:

a) Sulfonilureas b) Biguanidas c¢) Tiazolidinedionas e d) Inhibidores de

las alfa glucosidasas
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Los mecanismos de accién hipoglucemica se pueden agrupar en:
i) Pancreatica: Estimulando la secrecion de insulina

i) Extrapancreatica: a) Estimulando la sensibilidad de los tejidos y
receptores de la insulina; b) Activando directamente los receptores
de membrana y; ¢) Indirectamente reduciendo la hiperglucemia,
disminuyendo la concentracion plasmatica de &acidos grasos y

reduciendo la extraccion de insulina hepatica.

Existe una gran cantidad de compuestos que se han probado buscando la

disminucion de la hiperglucemia.

Por sus caracteristicas farmacolégicas los hipoglucemiantes orales se

dividen en:

a) SULFONILUREAS

Se han utilizando desde 1955 como agentes hipoglucemiantes, y aunque
su mecanismo de accién es complejo estos compuestos actian fundamentalmente
al estimular la secrecion de insulina (Godman, 1996). Algunos estudios sefialan
que entre los posibles efectos extrapancreaticos de las sulfonilureas es la mejora
sobre la sensibilidad a la insulina y el nimero de receptores de ésta, y la terapia
crénica con ellas reduce la produccion de glucosa hepatica con la consecutiva
hiperglucemia basal al efectuar cambios minimos en la concentracién de insulina
plasmatica (Itamar, 2003, Islas, 2001).

Mecanismos de accion: Aumentan la estimulacién a las células beta de los
islotes de Langerhans para la liberacion de insulina; este efecto, se produce por un
bloqueo de la bomba K —ATPasa, lo que inicia una depolarizacién prolongada de
la membrana celular, permitiendo el ingreso de iones Ca*™ extracelular activando

la liberacion de la insulina de los granulos secretorios al torrente sanguineo.
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Ejemplos: Glibenclamida gliclacida, glipizida, tolbutamida,

acetohexamida, tolazamida y clorpropamida

NH
. ,
: Q L
/o ° NP

) ST e
GLIBENCLAMIDA CHy GLICLACIDA

Fig. 2. Ejemplos de sulfonilureas de 2°. generacion

b) BIGUANIDAS

Estos medicamentos fueron introducidos en el mercado como agentes
hipoglucemicos en 1957. De éstos se mantiene en uso la metformina, que a
diferencia de las sulfonilureas, no causa hipoglucemia por debajo de los niveles de
normoglucemia, ni tampoco aumento de peso. El mecanismo de accion exacto es
alin controversial, pero existe el convencimiento de que su efecto hipoglucemiante
no se debe a la estimulacion de la secrecion de insulina. (LeRoith, 2003, SAM
Diabetes, 2005).

Mecanismos de accion: Consisten en la inhibicion de la gluconeogénesis
hepatica y del incremento de la glucolisis anaerébica, con la consiguiente
elevacion de alanina, glicerol y acido lactico en el torrente sanguineo, favoreciendo

la disminucién en la absorcién intestinal de la glucosa.

Ejemplos: Metformina

r ETFORMINA
H3 M Rl

A NH. _NH
CHy” s N2

NH NH

Fig. 3. Férmula quimica de metformina agente hipoglucemiante
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c) TIAZOLIDINEDIONAS

Son farmacos hipoglucemiantes que originalmente fueron desarroliados
como hipolipidemiantes. La primera de ellas fue la ciglitazona, la cual demostré
una disminucién de la glucemia en modelos animales, pero con poco efecto
clinico. En 1997 se lanzd al mercado la troglitazona, pero fue retirada por
hepatotoxicidad, normalmente su uso es propuesto como terapia combinada con
algn otro farmaco (SAM Diabetes, 2005).

Mecanismos de accion: Estos farmacos se unen al subtipo g del receptor
nuclear cromosémico de proliferacién, activado por peroxisomas (PPARg)
produciendo un aumento en la transcripcibn de genes de las enzimas que
normalmente son inducidas por la insulina, esta accion se lleva acabo
fundamentalmente en el tejido muscular y graso, traduciendose en un aumento de
la utilizacion periférica de la glucosa disponible. Al parecer aumentan los niveles

de insulina en organismos con resistencia a esta Gltima al incrementar el numero

de transportadores de glucosas (Hernandez-Jiménez, et al, 2002, Itamar, et al,
2003).

Ejemplos: Rosiglitazona, Troglitazonay Pioglitazona

TROGLITAZONA

. ROSIGLITAZONA .~

3, 20
CHy N
POGLITAZONA

Fig. 4. Ejemplos de tiazolidinedionas de uso mas frecuente como agentes orales en
el tratamiento de la Diabetes mellitus tipo 2.
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d) INHIBIDORES DE LAS ALFA GLUCOSIDASAS

Son hipoglucemiantes orales que pueden suprimir o retardar la ruptura de
los carbohidratos complejos en moléculas mas simples para evitar la elevacion de
glucosa postpandrial. Esta familia de inhibidores posee caracteristicas enzimaticas
responsables sobre la digestion de los carbohidratos a nivel de los intestinos (SAM
diabetes, 2005).

Mecanismos de accién: Bajo la inhibicion reversible y competitiva de las
alfa glucosidasas en el borde en cepillo de la mucosa intestinal, se producen un
retraso en la absorcion de los carbohidratos complejos con la consiguiente

reduccion del pico maximo de la glucosa postpandrial (LeRoith, 2003).

Ejemplos: Acarbosa y Miglitol

OH
» ACARBOSA
chon
N
OH .
MEGLITOL

O
N .G

Fig. 5 Estructuras moleculares de los agentes orales que actian a nivel de glucosa
postpandrial.
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1.7. ETNOFARMACOLOGIA

El presente estudio se circunscribe en el marco de la Etnofarmacologia, a

continuacién se da una breve descripcion de esta ciencia.

La Etnofarmacologia es considerada una ciencia interdisciplinaria basada
en la observacion e investigacion experimental de la actividad biolégica de los
principios de plantas y animales usados en la medicina tradicional de las culturas
presentes y pasadas (Holmstedt, 1983; Schultes, 1991; Heinrich and Gibbons,
2001). Para Etkin y Elisabetsky (2005) no solo es la observacién y su
investigacion; ademas involucra el estudio de los mecanismos farmacolégicos y
toxicolégicos de la accion especifica del compuesto, ya que esto permite identificar
con mas detalle los constituyentes y su actividad, su forma de preparaciéon y su
farmacodinamica como un proceso de validacién sobre las formas tradicionales de

administrar los extractos de las plantas.

La etnofarmacologia entonces comprende estudios botanicos,
antropolégicos, sociolégicos, médicos, quimicos y farmacéuticos que en su
conjunto permiten un mejor analisis del efecto de las drogas y sus principios

activos.

La necesidad de conocer con fundamentos el uso terapéutico de algunos
principios activos de las plantas utlizadas en la medicina tradicional vy
salvaguardar la proteccion de los ambientes naturales ha orientado a los
investigadores a emprender un estudio serio de las plantas medicinales para
determinar cuales surten efecto y por que lo hacen. Las investigaciones no sélo
nos ayudan a comprobar las virtudes que se han atribuido a muchas de ellas, sino
que ademas enriquecen el acervo botanico con nuevas especies (tiles y antes

poco estudiadas.

Las plantas siguen constituyendo la materia prima para la industria
farmacéutica al extraer sus principios activos aislados para la elaboraciéon de
medicamentos de patente, sin embargo no debemos olvidar que en algunas
ocasiones los medicamentos sintéticos presentan mas efectos secundarios

nocivos que las plantas solas no tienen.
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1.8. LA MEDICINA TRADICIONAL MEXICANA Y LA BUSQUEDA DE
NUEVAS FORMAS TERAPEUTICAS

La investigacion cientifica sobre plantas medicinales ha tenido una amplia
trayectoria a lo largo de la historia de México, desde la época prehispanica y mas
formalmente durante la colonia se tienen documentos que ejemplifican las distintas
plantas con alguna accion terapéutica. Sin embargo, investigaciones con fines
quimicos o farmacolégicos eran relativamente escasos, lo que impedia la

incorporacion de las plantas como medicamentos a la medicina moderna.

La investigacion médica formal de estos recursos se inicidé en las dos
ultimas décadas del Siglo XIX. La expectacion crecié entonces en los paises en
desarrollo por la busqueda de las drogas presentes en las plantas medicinales las
cuales habian sido utilizadas por generaciones en las poblaciones indigenas. El
mejor criterio de la seleccion de una planta para su estudio era y es con el apoyo
de los informantes o curanderos locales, los cuales identifican el uso terapéutico

de la planta de manera empirica (Lozoya, 1994, Hersch, 1999).

A finales del siglo pasado, las plantas medicinales vuelven atraer a diversos
sectores sociales, tanto en nuestro pais como en el extranjero, varios son los
motivos de este interés, entre ellos, el proposito de retornar a la naturaleza y
también el de continuar explotandola con fines lucrativos. Es en la década de los
noventa cuando se retomo la organizacion multidisciplinaria de la investigaciéon en
la flora medicinal cuando la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) lanzé un plan
de accion sanitario de alcance mundial bajo el lema de “Salud para todos en el
afio 2000”. La propuesta de la OMS era utilizar la medicina herbolaria tradicional
con el fin de generar recursos baratos y culturalmente apropiados para la
poblacion, a fin de cumplir con los objetivos propuestos de elevar la condicion
meédico-sanitaria de los paises mas pobres, no obstante que la herbolaria ha

existido antes de estos objetivos (Rivera,1999).

En la botanica mexicana se mencionan 5,000 especies utilizadas en la

medicina tradicional, de las cuales el 25% son completamente de uso autdctono.
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Del Sistema Nacional de Investigadores Mexicanos solamente el 0.5% realiza
trabajos sobre plantas medicinales. En 1999, solo se tenia registrada a Psidum
guajava como la Unica planta medicinal mexicana de tipo fitofarmaco ante la SSA
(Lozoya, 1999).

Es evidente que las plantas medicinales son un patrimonio reconocido de
las culturas del México prehispanico y constituyen una riqueza ancestral producto
de una inmensa variedad de climas y altitudes, lo cual se traduce en una
pluralidad de nichos de estudio. El conocimiento preciso de sus caracteristicas y
de sus efectos, resulta de una observacion detallada y cuidadosa de la naturaleza
y es el marco de referencia en busca de su validacién con una connotacion

completamente cientifica.

1.9. PLANTAS HIPOGLUCEMIANTES

A inicios del siglo XX, estudiando la planta Galega officinalis, usada en
Europa durante la Edad Media para tratamientos antidiabéticos, se determina la
presencia de guanidina, principio activo con propiedades hipoglucemiantes; sin
embargo se suspendi6 su uso debido a su toxicidad en estudios clinicos (Godman,
1996); no obstante abrié las puertas a las primeras investigaciones de plantas con
efecto hipoglucemiante.

En México a pesar de los antecedes en medicina tradicional era poco
identificada la diabetes inicialmente, cuando una persona referia algun problema
relacionado con la orina y su cambio de condicién, esta situacibn mas bien era
asociada a problemas diuréticos o renales y de esa manera eran tratados. La
enfermedad fue reconocida como tal cuando se descubrié el pancreas como
gléandula responsable de la produccién de insulina y la carencia de esta asociada
al padecimiento (Guthrie, 2000), por esta razén todos los tratamientos de caracter
botanico para contrarrestar directamente a la Diabetes o0 con alglin efecto
hipoglucemiante se iniciaron apenas el siglo pasado.

Dentro de la medicina tradicional mundial se mencionan cerca de 800

plantas usadas en el control de la Diabetes mellitus (Alarcén-Aguilar, 1998). En el
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caso de México, Andrade-Cetto (2005), reporta alrededor de 306 especies que
estan relacionadas con el tratamiento de la diabetes o con actividad
hipoglucemiante. El grupo mas representativo es la familia de las Asteraceas con
15.4% de especies con actividad hipoglucemica, seguido de las Fabaceas con un
8.8% vy las cactaceas en 5.3%. De la familia de las boraginaceas tan solo se
reportan 4 especies ubicadas entre los géneros Tournefortia y Cordia sp. Estas
ultimas equivalen al 1.3% de presencia sobre el total de plantas hipoglucemicas de

la herbolaria mexicana.

1.10. DESCRIPCION DEL MATERIAL BOTANICO DE ESTUDIO
1.10.1. Tournefortia hirsutissima L.

Bejuco lefioso semitrepador de tallos cilindricos hirsutos a glabrescentes,
hojas ovadas a elipticas de hasta 18 cm de largo y 9.5 cm de ancho con pelos de
color tirado a castafio, inflorescencias terminales, caliz de 2-3 mm largo, hispidulo,
corola 6-8 mm largo, flores pequefias blancas sésiles en cimas escorpoideas,
frutos de bayas globosas, blancas trasluciente lo que permite ver la semilla como
un punto negro, semillas de 3 a 4. La floracién se presenta de febrero a mayo y el

fruto entre marzo a octubre.

Habita en hamacas y pantanos, de suelos de piedra caliza o en suelos

organicos hiimedos bien drenados con capa de humus.

Distribuciéon : En América del Norte y el Caribe (Atlas de Florida de Plantas
Vasculares, 2005).

Distribucion en México: Guerrero, Jalisco, Morelos, Sinaloa, San Luis

Potosi, Oaxaca, Veracruz y Estado de México. (Campos Villanueva, 2004).
Parte de la planta utilizada: el tronco y las hojas

Usos mas frecuentes: tratamientos diuréticos y Diabetes.
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Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Lamiales
Familia Boraginaceae
Género Tournefortia

Especie hirsutissima (L)

Sinonimias: Messerschmidia hirsutissima (L), Roem &
Schult (1819), T. alba, y Heliotropium verdcourtii,
Craven (2005).

Nombre comun: Lagrima de San Pedro, nigua, perlitas,

ortiguilla, niguita, tlachichinol, bejuco cayaya.

Fig. 6. Florescencia de Tournefortia
hirsutissima L.

Antecedentes Fitoquimicos: En el género de Tournefortia sp se ha reportado la
presencia de compuestos polifenolicos, alcaloides y esteroles principalmente (Yun-
Lian Lin, et al , 1999 y 2002). Para T. hirsutissima, Gabriel Suarez (2002)

determina la presencia de esteroles en el extracto acuoso de las hojas.

Antecedentes Farmacolégicos: En estudios realizados sobre la actividad
hipoglucémica de T. hirsutissima en ratas y conejos tratados con alloxan en
pruebas de tolerancia a la glucosa se demostr6 una disminucién de glucosa con
una diferencia significativa de P<0.05 después de 3 horas de la administracién del
extracto acuoso de la planta. (Gabriel Suarez, 2002 y Alarcén Ramos, et al, 1998).
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1.10.2. Parathesis lenticellata Lundell

Planta lefiosa con las hojas alternas, enteras y coriaceas y con glandulas
resinosas. No tienen estipulas. Flores hermafroditas o agrupadas en panoja,
corimbos, racimos, etc. Sépalos persistentes. Flores pequefias amarillentas y
fragantes en panojos terminales. Fruto una baya acostillada y de color rojo

brillante.

Arbusto localizado en la selva media subperennifolia en trépicos a la altitud
de 700m snmm. La especie es endémica de la zona de los Tuxtlas Veracruz,
México.

Habita en hamacas, pantanos costeros e interiores. Se presenta en suelos

himedos bien drenados de piedra caliza.

Distribucién en Meéxico: Los Tuxtlas, Veracruz (Missouri Botanical Garden

www.mobot.org)

Parte de la planta utilizada: las hojas Usos: Antidiabético y diurético
Reino Plantae
Divisién Magnoliophyta
Clase Rosopsida
Orden Primulales
Familia Myrsinaceae
Género Parathesis

Especie lenticellata (Lundell)

Sinonimias: Ardisia sp Nombre comtun: Chagalapoli

Fig. 7 Fruto y florescencia de Parathesis lenticellata Lundell
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Antecedentes fitoquimicos y farmacolégicos no se tiene ningun reporte para
el género de Parathesis sp.
Existen pocos trabajos farmacolégicos con otros géneros de la familia

myrsinaceae de tipo hipoglucemico.

JUSTIFICACION

Dentro de la herbolaria Toumnefortia hirsutissima L, es mencionada como
producto con actividad antidiabética. Esta planta tiene bastante aceptacion en el
Estado de Veracruz y los pocos estudios realizados en otros modelos
experimentales, nos motivaron a probar el efecto hipoglucemiante agudo en el
modelo neonato inducido por estreptozotocina (n-STZ). Asimismo Parathesis
lenticellata Lundell, no contaba con ningln tipo de estudio farmacolégico o
fitoquimico, si la poblacién veracruzana tiene acceso al consumo de esta ultima es
conveniente realizar las pruebas que validen si presenta algin efecto que influya

en la disminucién en la concentracién de glucosa sanguinea.

NOTA: Debido a que en pruebas farmacolégicas del extracto acuoso de P.
lenticellata solo mostro efecto significativo transcurridos 180 minutos, se decidié
no realizar las pruebas con el extracto butanolico para evitar el gasto innecesario

de reactivos.
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OBJETIVO GENERAL

Probar el efecto hipoglucemiante agudo de Tournefortia hirsutissima Ly
Parathesis [enticellata Lundell, en ratas neonatas con diabetes inducidas

por estreptozotocina (n-STZ).

Objetivos especificos del método farmacolégico

Probar el efecto hipoglucemiante agudo del extracto acuoso de la corteza
de Tournefortia hirsutissima L en ratas neonatas con diabetes inducida por
estreptozotocina (n-STZ).

Probar el efecto hipoglucemiante agudo del extracto butandlico de la
corteza de Toumnefortia hirsutissima L en ratas neonatas con diabetes
inducida por estreptozotocina (n-STZ).

Probar el efecto hipoglucemiante agudo del extracto acuoso de la hoja de
Parathesis lenticellata Lundell en ratas neonatas con diabetes inducida por

estreptozotocina.

Objetivos especificos del método fitoquimico

Caracterizar por medio de Cromatografia en Placa Fina (CPF) los diferentes
grupos de metabolitos secundarios presentes en los extractos acuoso y
butandlico de la corteza de Tournefortia hirsutissima L.

Caracterizar por medio de Cromatografia en Placa Fina (CPF) los diferentes
grupos de metabolitos secundarios presentes en el extracto acuoso de las
hojas de Parathesis lenticellata Lundell.

Determinar por medio de la Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC),
el posible nimero de compuestos presentes en los extractos acuoso y
butanolico de la corteza de Tournefortia hirsutissima L.

Determinar por medio de la Cromatografia Liquida de Alta Presiéon (HPLC),
el posible nimero de compuestos presentes en el extracto acuoso de las

hojas de Parathesis lenticellata Lundell.
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HIPOTESIS

Ho.: La administracion aguda del extracto acuoso (Ac) de la corteza de
Toumefortia hirsutissima L a dosis de 23.3 mg/Kg. y 233 mg/Kg no ejercen efecto

hipoglucemiante significativo en el biomodelo empleado.

Hai: La administracion aguda del extracto acuoso (Ac) de la corteza de
Toumefortia hirsutissima L a dosis de 23.3 mg/Kg. y 233 mg/Kg ejercen efecto

hipoglucemiante significativo en el modelo animal empleado

Ho,: La administracién aguda del extracto butanolico (BuOH) de la corteza de
Tournefortia hirsutissima L a dosis de 8 mg/Kg. y 80 mg/Kg no ejercen efecto

hipoglucemiante significativo en el biomodelo empleado.

Ha,: La administracion aguda del extracto butanolico (BuOH) de la corteza de
Toumefortia hirsutissima L a dosis de 8 mg/Kg. y 80 mg/Kg ejercen efecto

hipoglucemiante significativo en el modelo animal empleado.

Hos: La administracion aguda del extracto acuoso (Ac) de las hojas de Parathesis
lenticellata Lundell a dosis de 93.3 mg/Kg no ejerce efecto hipoglucemiante

significativo en el biomodelo empleado.
Has: La administracion aguda del extracto acuoso (Ac) de las hojas de Parathesis

lenticellata Lundell a dosis de 93.3 mg/Kg ejerce efecto hipoglucemiante

significativo en el modelo animal empleado
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IIl. METODOLOGIA

2.1. COLECTA DE MATERIAL VEGETAL

El material vegetal fue colectado por el Dr. Adolfo Andrade-Cetto y su grupo
de trabajo del Laboratorio de Etnofarmacologia durante los meses de Noviembre
del 2003 y Diciembre del 2004 en Jalapa y Los Tuxtlas en el Estado de Veracruz,
Mexico. Después de realizada la colecta de los ejemplares botanicos, las
estructuras, troncos en el caso de T. hirsutissima y hojas de P. lenticellata se
secaron en la cdmara de secado del laboratorio de Ambientes Controlados de la
Facultad de Ciencias UNAM, a una temperatura de 40°C por 48 hrs. Transcurrido
el periodo de 48 horas se verificaron si no estaban dafados o contaminados y se
procedieron a moler con ayuda de un molino marca Glen Creston Stanmore
England, del Laboratorio de Microcosmo facilitado por la Dra. Pilar Ortega

Larrocea del Instituto de Geologia, UNAM.

2.2. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS

A.Extractos Acuosos

Se prepararon las infusiones (extracto acuoso) de la corteza molida de T.
hirsutissima y de las hojas molidas de P. lenticellata con base en la técnica
reportada por Andrade-Cetto (2004) y modificada para uso del laboratorio,
consistente en pesar 15 gr. de la parte de la planta molida y hervida en 300 ml de
agua destilada durante 10 minutos, después de hervir se deja enfriar a
temperatura ambiente y posteriormente se filtra en tierra de diatomeas. Ya filtrada
se procede a congelar la infusién en un ultra congelador REVCO a -70°C por 24
hrs. Transcurrido el tiempo de congelacion las muestras se liofilizaron para la
obtencién del extracto en peso seco de cada planta y poder estandarizar la dosis a

administrar.
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B. Extracto butanélico

El extracto butandlico (BuOH) y su fracciéon acuosa (AcBuOH) solamente se
obtuvieron para T. hirsutissima de la colecta de diciembre del 2004 y fueron

preparados en la Universidad de Bonn, Alemania por el Dr. Adolfo Andrade Cetto.

2.3. ANALISIS FITOQUIMICO

Los extractos de T. hirsutissima utilizados para las pruebas fitoquimicas
fueron: Extracto Acuoso (Ac), extracto butandlico (BuOH) y fraccién acuosa del
extracto butanolico (AcBuOH). Para P. lenticellata solo se utilizé el extracto acuoso
(Ac).

a) Cromatografia en Placa Fina CPF

Se utilizaron placas de silica gel 60 Fs4 de 20 x 20cm (Laboratorios Merck).
Tanto los extractos acuoso y butanélico de T. hirsutissima como el acuoso de P.

lenticellata se analizaron en diferentes sistemas de elusiéon de acuerdo al grupo

de metabolitos secundarios a identificar (Tabla 1).

Icaloides 85:14:1 Diclorometano:Metanol:Hidréxido Reactivo de
de amonio al 25% Dragendorff
Grupos fenélicos 48:17:17:18 n-Butanol:n- Acido Difenil

I . i +
Isopropanol:Acido acético: Agua bourfnico + UV

Terpenos 80:20 n-Hexano:Diclorometano Vainillina +
calor

Tabla 1. Sistemas de Elusion y revelador de la CPF para la determinacion de los
metabolitos secundarios presentes en los extractos de Tournefortia hirsutissima Ly

Parathesis lenticellata Lundell
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Para la CPF se utilizan aproximadamente 100 ml del sistema de elusién en
el interior de una cubeta cromatografica. Las muestras de cada extracto se
aplicaron en la base de las placas en el siguiente orden de izquierda a derecha
extracto BUOH y Acuoso para T. hirsutissima L y en otra placa sélo el extracto
Acuoso de P. Lenticellata Lundell. Las placas se colocaron en las cubetas las
cuales permanecen cerradas durante el tiempo de corrimiento, hasta que alcancen
aproximadamente tres cuartas partes en cada placa. Posteriormente se dejan

secar para su revelado.

b) Cromatografia Liquida de Alta Presion HPLC

Se utiliz6 el HPLC para la identificacion del nimero de compuestos
presentes en los distintos extractos de T. hirsutissima y solo el acuoso para P.

Lenticellata analizados en la cromatografia en placa fina.

Las condiciones que presenté el sistema para la identificacién de los

compuestos fueron las siguientes (Andrade, 2004):

Columna: NUCLEOSIL 100-5-C18, EC-250-4, Fase movil: Acetonitril 15:
Metanol 15: Buffer Acido Fosférico 70. Detector: Luz Ultravioleta, Tiempo: 20

minutos

2.4. PRUEBAS FARMACOLOGICAS

a) Animales de experimentacion

Se emplearon ratas Wistar (n-STZ) de ambos sexos, obtenidas del bioterio
de la Facultad de Ciencias de la UNAM. Se trabaj6 con individuos entre 250 a 300
gramos de peso corporal (n= 117; 54 @ y 63 &). Se ubicaron de 3 a 4 ratas por
jaula experimental dentro de un cuarto en condiciones controladas a una
temperatura de 23°C y 50% de humedad relativa y con un fotoperiodo de 12
horas. Los animales tuvieron libre acceso al alimento (Purina Ralston) y agua
durante toda la fase experimental, a excepcion de los dias que se experimentaron

en los que se requeria de ayuno previo de 8 horas.
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b) Induccion de Diabetes en ratas neonatas (n-STZ)

Los animales neonatos de 5 dias de nacidos fueron inyectados
intraperitonealmente con estreptozotocina (n-STZ) (Sigma S-0130) a dosis de 90
mg/Kg, disuelta en buffer de citratos con pH de 4.3. Después de 8 semanas de
inyectadas, se toma una muestra de glucosa sanguinea en ayuno previo de 5 a 8
horas, seleccionando a aquellos animales que presentan valores iguales o

mayores a 140 mg/dL para ser considerados diabéticos.

c) Medicion de la glucosa

Todos los valores de glucemia obtenidos se determinaron utilizando dos
glucémetros distintos, Accutrend GC (Roche) y ACCU-CHECK Sensor (Roche),
con sus respectivas tiras reactivas.

La sangre fue colectada mediante un pequefio corte del callo ubicado en la
punta de la cola para no dafiar ni alterar al animal, pues en dicha zona no se
ubican terminaciones nerviosas evitando de esta forma posibles estados de

estrés.

d) Dosis de planta empleada

Las dosis administradas a los animales se calcularon con base a los datos
estandarizados para el laboratorio de etnofarmacologia sobre pruebas realizadas
con anterioridad.

Para el extracto Acuoso de T. hirsutissima se administraron dosis de 23.3
mg/kg por rata y para la comparacién del efecto hipoglucemiante se elevé la dosis
diez veces de su concentracion original, es decir se administré6 una dosis de 233
mg/kg a cada rata. Los valores de dosificacién para el extracto butanélico (BuOH)
fueron de 8 mg/kg y 80 mg/kg respectivamente y de la fraccion acuosa del
extracto butanolico (AcBuOH) de 80 mg/kg para cada rata diabética (n-STZ).

En el caso de P. lenticellata, la dosis de administracion del extracto acuoso
fue de 93.33 mg/kg para cada rata diabética (n-STZ). Todas las dosis

administradas fueron resuspendidas en 1.5 ml de solucién salina 9%.
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e) Dosis de hipoglucemiante oral empleado

El hipoglucemiante oral estandar fue glibenclamida, sulfonilurea utilizada
para disminuir la glucemia circulante entre los diabéticos (grupo control positivo).

La dosis de glibenclamida administrada se calculé en base a la proporcién
empleada en pacientes diabéticos humanos adultos resultando el valor de

administracion para nuestro modelo experimental de 3 mg/Kg.

f) Grupos experimentales
Las ratas se dividieron aleatoriamente en 9 grupos experimentales (Tabla
2), cada uno formado por 13 ratas diabéticas (7 3 y 6 Q). Estos grupos fueron

tratados con las diferentes dosis de los extractos a estudio.

Grupo A ( Control No diabético “CND”) Sol. Salina 9%

Grupo B (Control diabético “CD”) Sol. Salina 9%
Grupo C (Control +) Glibenclamida 3 mg/Kg de peso.
Grupo D Extracto acuoso de Tournefortia

hirsutissima 23.3mg/Kg de peso.

Grupo E Extracto acuoso de Tournefortia

hirsutissima 233mg/Kg de peso

Grupo F Fraccién acuosa del extracto butandlico de

Tournefortia hirsutissima 80mg/Kg peso

Grupo G Extracto butanélico de Tournefortia

hirsutissima 8mg/Kg de peso

Grupo H Extracto butanélico de Tournefortia

hirsutissima 80mg/Kg de peso

Grupo I Extracto acuoso de Parathesis lenticellata

93.3mg/Kg de peso

Tabla 2. Grupos de tratamientos farmacolégicos empleados en la parte experimental.

30




La administracién de los extractos y de la solucién salina a las ratas (grupos

~experimentales y grupos control) se hizo via oral en una sola dosis (dosis aguda),

a traves de una canula esofagica con la finalidad de asegurar que la ingesta
entrara al tracto digestivo, esto después de haber sido mantenidas en un ayuno
minimo de ocho horas y maximo de diez horas.

Las determinaciones de glucosa sanguinea tanto en los grupos
experimentales como en los controles fueron hechas antes de la aplicacion de los
extractos, dicho valor se tomo como T, Posteriormente se realizaron tres
mediciones con diferencia de una hora (Tes, T120 ¥ T1s0). Los experimentos se
iniciaron entre las 10 y 10:30 horas para todos los grupos experimentales después
de haber expuesto a un periodo de ayuno previo a nuestras ratas diabéticas (n-
STZ). (Martinez-Zurita, 2004).

2.5. ESTADISTICA

La prueba estadistica empleada para el andlisis de los datos fue ANOVA y
posteriormente la prueba HSD de Tukey partiendo del supuesto de poblaciones
normalmente distribuidas con una varianza igual y desconocida, los datos se

consideraron significativos a partir de P< 0.05.
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lll. RESULTADOS

3.1. DATOS DE COLECTA:

1. T. hirsutissima fue colectada con el nimero 131 y datos de localizacién
GPS 19°26'30°N y 96°44'20"W en noviembre 2003 y con el nimero 154 GPS
19°26'35"N y 96°44'57"W a 664 msnm durante diciembre del 2004 en Jalapa, Ver.

2. P. lenticellata se registro con los nimeros de colecta 135 GPS
18°26'38"N y 93°13'18"W en noviembre del 2003 y el nimero de colecta 157 GPS
18°37'74’N y 95°01'97"W en diciembre del 2004 en huerto cercano a la Laguna de

Sontecomapan en la zona de los Tuxtlas, Ver.

Fig. 8 Localizacién geografica de Tournefortia hirsutissima L. y
Parathesis lenticellata Lundell en Veracruz, México.

Los ejemplares fueron determinados por el Biol. Ramiro Cruz del Herbario
de la Facultad de Ciencias y se depositaron con su respectivo voucher en el
Herbario Medicinal del Instituto Mexicano del Seguro Social (cuyas siglas

internacionales son IMSSM).
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T. hirsutissima se registré con los nimeros 15006 y 15008 en IMSSM y P.
lenticellata se registré con los numeros 15012 y 15173 en IMSSM.

Del extracto Acuoso vy liofilizado de T. hirsutissima se obtuvieron 1.410 g de
peso seco final, el calculo de administracion de la dosis a los animales se realiz6
con un peso promedio de 300g. Si tomamos en cuenta que una persona de 60 Kg.
necesita 1.410 grs. del extracto, la proporcién para 300 g es de 7 mg de extracto
liofilizado resuspendidos en 1.5 ml de solucién fisiologica al 9%, esto da una dosis

equivalente de administracién de 23.3 mg/Kg peso.

Del extracto Acuoso vy liofilizado de P. lenticellata se obtuvieron 5.74 g. de
peso seco y sus valores de administracién fueron 29 mg en proporcién a la
aplicacion del peso de las ratas de 300 g. promedio, estandarizandose a 93.33
mg/Kg. Por las caracteristicas que presento la planta al hervir se forma una
mezcla bastante hidratada que no pudo ser filtrada por tierra de diatomea, por lo

gue solo se cold con coladera normal.

En el caso del extracto butanélico (BuOH) de T. hirsutissima del extracto
liofilizado se obtuvo un peso seco final de 2.83 g. y a cada rata se le administraron
2 mg de extracto; es decir, equivalentes a una dosis de 8 mg/ Kg. También se
conté con la fraccién acuosa del extracto butanélico (AcBuOH) y el valor de

administracion fue de 24 mg de extracto, equivalente a 80 mg/Kg peso rata.

Como dato de referencia botanica, el tronco de Tournefortia hirsutissima L
presenta un dibujo en forma de trébol en el xilema secundario, ya que en algunos
casos se confunde el fronco y la forma de la hoja con otra especie no relacionada

con esta boraginacea.
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3.2. FITOQUIMICA
Cromatografia en placa fina CPF

De los resultados obtenidos para los extractos de la corteza de T.
hirsutissima se identific6 la presencia de grupos fendlicos y en el caso del extracto
de las hojas de P. lenticellata se manifestd con el revelador vainillina la presencia
de terpenos, estos datos se reportan a continuacion (Tabla 3). Se consideré como
valor positivo la presencia del metabolito secundario por lo menos en una franja en
la placa cromatografica expuesta al revelador correspondiente.

Tabla 3. Presencia de metabolitos secundarios para Tournefortia hirsutissima L.

y Parathesis lenticellata Lundell en CPF

*Simbologia ( - ) no detectable, (+) poco o escaso, (++) moderado, (+++) abundante.
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DOV0-TR300

Cromatografia Liquida de Alta presion HPLC
Se obtuvieron los cromatogramas del HPLC para T. hirsutisima y P.
lenticellata (Fig. 9 y 10) a 220 nm; en ellos se aprecian 5 picos de absorbancia

asociados con los compuestos presentes en los extractos probados.
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Figura 9. Cromatografia HPLC para los Extractos Ac v BuoH de Tournefortia hirsutissima L.
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Figura 10. Cromatograma del Extracto Acuoso de Parathesis lenticellata Lundell en HPLC
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3.3. PRUEBAS FARMACOLOGICAS

De los valores medios de glucosa obtenidos de 117 ratas experimentales
se elabor6 la siguiente tabla para las aplicaciones de los distintos tratamientos
farmacologicos administrados durante tres horas en forma aguda (Tabla 4).

Tabla 4. Valores medios de glucosa con desviacion estandar para cada uno de los

tratamientos administrados Vs el tiempo.
Superindices: nimero “1” dentro de la misma columna indica diferencia significativa
P< 0.05, nimero “2” diferencia significativa P< 0.01 y nimero “3” diferencia significativa P <

0.001 respecto al control diabético (-).

Subindices: letra “a” dentro de la misma fila, indican diferencia significativa P < 0.05, letra
“p” diferencia significativa P < 0.01 y letra “c” diferencia significativa P < 0.001 respecto al T,
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De los resultados obtenidos de la Tabla 4 se presentan a continuacion las
graficas comparativas de los extractos empleados durante el efecto agudo de tres

horas de administracién en el biomodelo de rata neonata diabética (n-STZ).

EFECTO HIPOGLUCEMIANTE T. hirsutissima L (Ac)

180
160 |
140 4
120 :
100 -
80
60

40

Concentracién glucosa (mg/dL)

20

T0 T60 T120 T180
Tiempo (min)

CD -) T. hirsutissima 23 mg/Kg B T. hirsutissima 233 mg/Kg B GLIB (+) 3mg/Kg DOCND (+)

Fig. 11. Comparacion grafica del efecto hipoglucemiante del extracto acuoso de
Tournefortia hirsuttisima L con relacion al control diabético y glibenclamida.

* P< 0.05, ** P< 0.01 *** P< 0.001

En la Figura 11 se aprecia una disminucién significativa de los niveles de
glucosa al administrar el extracto acuoso de T. hirsutissima a dosis de 233 mg/Kg

y de glibenclamida (farmaco de referencia) respeto a nuestro control diabético.
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referencia como fueron glibenclamida y un control diabético nos dio en el analisis
estadistico valores comparables con diferencia significativa de P < 0.001 de

confiabilidad para el disefio experimental.

Al analizar individualmente los extractos de cada planta, se demuestra que
el extracto acuoso de T. hirsutissima a dosis de 233 mg/Kg tiene mejores
resultados sobre el efecto hipoglucemiante que sus extractos butanolicos o que el
mismo extracto acuoso de P. lenticellata, es posible que los metabolitos
secundarios presentes en T. hirsutissima tengan mejor acciéon farmacolégica al ser
extraidos por medio de una infusion simple liofilizada y esta forma sea de mejor
asimilacién para el modelo diabético empleado, facilitando rapidamente la
disminucién de glucosa circulante, resulta interesante al comparar la efectividad
del extracto con la sulfonilurea de referencia se presenta un comportamiento muy
similar para el efecto hipoglucemiante desde la primera hora (Fig. 11).

Los resultados fitoquimicos obtenidos en la Cromatografia de Placa Fina
(CPF) para T. hirsutissima revelaron la presencia de compuestos fendlicos tanto
en el extracto acuoso como en el butanolico. Debido a que este grupo de
metabolitos secundarios tiene diferentes estructuras quimicas es conveniente
realizar su determinacion fitoquimica por algin método mas especifico para

elucidar su accion metabodlica directa.

En P. Lenticellata el cromatograma por placa fina (CPF) determiné
presencia de terpenos, grupo de metabolitos secundarios que también han sido
reportados con actividad hipoglucemiante. Como la acciéon farmacolégica de los
terpenos es muy variada sobre los organismos es conveniente determinar cual
grupo esta presente para poder establecer la efectividad real de nuestro extracto,
esto se sugiere debido a que durante el disefio experimental P. Lenticellata tendia
a mantenerse o incluso incrementar los niveles de glucosa después de la
administracion del extracto en nuestro modelo. A pesar de que los resultados nos
indican que el extracto acuoso de P. Lenticellata presenta efecto hipoglucemiante
significativo se requiere de la realizacién de mas ensayos farmacolégicos de tipo
crénico para determinar mejor el mecanismo de accion de los metabolitos

presentes en el extracto.
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En el analisis por Cromatografia Liquida de Alta Presién (HPLC) para los
extractos probados farmacolégicamente de ambas plantas, se determind la
presencia de 5 compuestos con actividad quimica para cada planta. En el caso de
T. hirsutissima tanto el extracto acuoso como el butanélico presentaron los
mismos compuestos (5) de acuerdo a su tiempo de retencién asociados a los
picos de absorbancia a la longitud de onda de 220 nm, aunque la definicién de los
picos se da mejor en el extracto acuoso esto puede deberse a que durante el
fraccionamiento para la elaboraciéon del extracto butandlico se pierde cierta
concentracidn de los compuestos iniciales presentes en el extracto acuoso y esta
diferencia en la concentracién sea lo que influya directamente en la accién
farmacolégica desde la primera hora de administracién en relacién a los valores de
diferencia significativa reportadas en las Fig. 11 y 12. Asimismo P. lenticellata
también present6 5 compuestos, en este caso consideramos conveniente preparar
el extracto butanolico para comprobar si son los mismos compuestos los que se
presentan en el acuoso y en el butanolico o bien usar otro esquema de extraccién
para descartar la posibilidad de que se pierdan o cambien durante el proceso de

fraccionamiento para la elaboracion del extracto.

Los valores de disminucién en porcentaje entre los diferentes tratamientos
sobre nuestras ratas diabética (n-STZ) indican que el extracto acuoso (Ac) de T.
hirsutissima a dosis Unica de 23.3 mg/kg es de 10.1% mientras que el mas eficaz
es a la dosis de 233 mg/Kg con una disminucién de 22.2% sobre los valores
hiperglucemicos promedio de nuestro control diabético (CD), mientras que
glibenclamida (control +) presenta una disminucién del 17.7% al transcurrir las tres

horas de administrado nuestro tratamiento (efecto agudo) (Fig.14).

De los resultados obtenidos podemos afirmar que el uso tradicional que se
le ha venido dando a la corteza de T. hirsutissima (Lagrima de San Pedro) en el
Estado de Veracruz es valido y que la administracion como infusién permite una
mejor administracion de los posibles compuestos que inician el efecto
hipoglucemiante para el tratamiento de la Diabetes Tipo 2. Sin embargo,

proponemos continuar con mas estudios de tipo crénico para determinar si no se
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presentan efectos secundarios con el consumo de los extractos de la planta y

quizas en un futuro incorporarlo al esquema de los fitomedicamentos.

En el caso de P. lenticellata (Chagalapoli) las pruebas adn no son
completamente concluyentes por lo que se sugieren mas pruebas farmacolégicas

y fitoquimicas.

E! género Toumnefortia sp, se encuentra bien identificado como una planta
medicinal con potencial farmacolégico, situacion que respaldan otros géneros de

la familia de las Boraginaceas.

El género Parathesis sp es muy reducido y quiza con caracteristicas muy
localizadas, de ser posibles mas estudios podria generar mas informacion sobre la
planta, ya que la familia Myrsinaceae es muy poco reportada en la literatura
botanica, asi contribuir al conocimiento etnofarmacol6gico y demostrar su

efectividad como planta hipoglucemiante.

El modelo de ratas diabéticas (n-STZ) resulta adecuado para la
estandarizacion de los valores de glucemia en relacién a la enfermedad humana.
En nuestro estudio en particular, los valores promediaron entre los 140 y 150
mg/dL de glucosa para los ejemplares diabéticos y los no diabéticos tuvieron un
promedio de glucemia de 115 mg/dL ligeramente arriba del rango propuesto para
los humanos como valores normoglucemicos, por lo que constituye un buen

modelo de trabajo a nivel experimental.
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V. CONCLUSIONES

De acuerdo a nuestro analisis se comprueban las Hipétesis alternativas y se

concluye lo siguiente:

- El extracto acuoso de la corteza de Toumefortia hirsutissima L
administrada en una dosis Unica de 233 mg/Kg ejerce efecto hipoglucemiante

sobre nuestro modelo diabético (n-STZ) desde la primera hora de administracion.

- El extracto acuoso de las hojas de Parathesis lenticellata Lundell a dosis
Unica de 93.3 mg/Kg ejerce efecto hipoglucemiante después de tres horas de
administrada, se proponen mas estudios experimentales de tipo crénico para
corroborar si no es solo un ajuste metabdlico temporal y efectivamente pueda ser
una planta medicinal que ayude en los tratamientos hipoglucemicos para la

Diabetes Tipo 2.

- El modelo experimental con rata Wistar neonata (n-STZ) resulta adecuado

para la estandarizacion de las pruebas de disminucion de glucemia.
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