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RESUMEN

En México se estima que 7.3 millones de mexicanos padecen diabetes, siendo su
tratamiento de suma importancia, ya que esta enfermedad se ha convertido en la
principal causa de muerte en el pais. Una parte importante de la poblacion utiliza la
herbolaria tradicional para su tratamiento, por o que es necesario investigar sobre su
eficacia y seguridad para los consumidores, aunado a ello este conocimiento podria dar

pie a encontrar alternativas terapéuticas de bajo costo.

Dentro de ese contexto, de acuerdo con estudios del Laboratorio de Etnofarmacologia,
de la Facultad de Ciencias, UNAM, las hojas de Bromelia plumieri (pifiuela) son utilizadas
por la comunidad de Tlanchinol, en el estado de Hidalgo, México, para el tratamiento de
la diabetes; sin embargo, no existen investigaciones farmacolégicas que lo comprueben,
por lo que en este trabajo se realizé un estudio para determinar el potencial efecto
hipoglucemiante de esta planta; para ello se recurri6 al modelo animal propuesto por
Masiello, et al. (1998) de induccién de diabetes experimental con nicotinamida (NA-

230mg/kg) y estreptozotocina (STZ- 65mg/kg).

B. plumieri se colecté en la localidad de San Simoén, municipio de Tepehuacan de
Guerrero, Hidalgo; el procesamiento de la planta y la preparacion de los extractos se
realizaron en el Laboratorio de Etnofarmacologia. Se prepararon extractos para pruebas
farmacoldgicas (extracto acuoso y etanol-agua), asi como extractos adicionales para

pruebas fitoquimicas (extracto hexanico, butandlico, y jugo de frutos liofilizados).



Las pruebas se realizaron en 7 grupos (3 control y 4 experimentales) con 11 animales
cada uno (Ratas Wistar): A. Control no diabético, B. Control diabético, C. Control
diabético + hipoglucemiante oral, Grupo Dy E. Diabético + Extracto acuoso a dosis 0.35

y 0.035 g/kg; Grupo F y G. Diabético + Extracto etanol-agua a dosis 0.3 y 0.03 g/kg.

De acuerdo con los resultados analizados con ANOVA, los dos extractos, en sus dosis
mayor y menor, tuvieron un efecto hipoglucemiante al compararlo contra su propio tiempo
y contra el grupo control diabético, existiendo una diferencia entre el tiempo de inicio de
la actividad solamente entre el grupo diabético + extracto acuoso entre sus dosis mayor y

menor.

Para las pruebas fitoquimicas se utilizo la técnica de Cromatografia en Capa Fina (CCF)
para detectar metabolitos secundarios que pudieran estar involucrados en el efecto
hipoglucemiante, observandose una gran variedad de flavonoides en todos los extractos
probados; la deteccion de terpenos fue positiva solo para los extractos de hojas de B.

plumieri. No se encontraron alcaloides en ningun extracto.

Se puede concluir que los extractos acuoso y etanol-agua presentan un efecto
hipoglucemiante en ratas NA-STZ, sin embargo, son necesarios mas estudios para
entender su mecanismo de accion, determinar su eficacia y seguridad, asi como su

potencial como alternativa terapéutica.



l. Introduccioén

La diabetes es una enfermedad crénica degenerativa que deriva en complicaciones micro
y macro vasculares a largo plazo y se caracteriza por hiperglucemia. Se calcula que en
el mundo existen més de 346 millones de personas con diabetes, cifra que se espera se

duplique para 2030 (WHO, 2011).

En México, una importante parte de la poblacién con diabetes llega a utilizar plantas
para su tratamiento con o sin medicacion biomédica (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005), en
gran medida por ser de bajo costo y facil acceso en comparacion con la medicina
alépata. Debido a esto es necesaria la investigacion farmacoldgica, de manera que se

pueda validar la eficacia de estas y dar seguridad a los consumidores.

Por otro lado, el gran conocimiento sobre medicina tradicional, en especifico sobre la
herbolaria, representa un recurso viable para encontrar nuevos tratamientos para la

diabetes, asi como para otras enfermedades degenerativas (Figueroa, 2009).

Dentro de las plantas reportadas como hipoglucemiantes, en el contexto de medicina
tradicional, se encuentra Bromelia plumieri (E. Morren) L.B. Sm. (Flora of Kaxil Kiuic,
2005, Diaz, 1976). En estudios llevados a cabo por el Laboratorio de Etnofarmacologia
de la Facultad de Ciencias, UNAM, en la comunidad de Tlanchinol, Hidalgo, indican que
las hojas de esta planta son utilizadas en forma de té para el tratamiento de la diabetes,

por lo que en este trabajo se estudid su potencial efecto hipoglucemiante por medio de



dos extractos (acuoso y etanol-agua) en un modelo animal de diabetes experimental

inducido con NA- STZ.

1. Antecedentes

1.1. Diabetes mellitus

De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (WHO por sus siglas en inglés), la
diabetes es considerada como un desorden metabdlico de etiologia multiple que se
caracteriza por hiperglucemia cronica, la cual va acompafada de modificaciones en el
metabolismo de los carbohidratos, proteinas y lipidos, debido a una deficiencia en la
secrecion de insulina, a la accién ineficaz de esta hormona o una combinacion de

ambas (WHO, 2006).

La insulina, que es la hormona secretada por las células B pancreaticas, regula de
manera importante la homeostasis nutricional del cuerpo (conjunto de mecanismos
fisiolégicos implicados en la digestion, absorcion, almacenamiento, utilizacion de
nutrientes y gasto energético), ya que disminuye las concentraciones plasmaticas de
glucosa, acidos grasos libres, cetoacidos y aminoacidos al promover su almacenamiento
e inhibir su liberacion. Actta principalmente en musculo esquelético, tejido adiposo, e

higado (Murrow y Hoehn, 2010).

Para entender con mas detalle el papel de la insulina en el desarrollo de esta
enfermedad, se describira brevemente el mecanismo de secrecion de esta hormona vy

sus vias de sefalizacion.



1.1.1. Secrecioén de insulina

Existe una secrecion basal pulsatil entre comidas y en ayuno prolongado. Ante un
estimulante, esta secrecion es bifasica, consistiendo en una primera fase rapida que
ocurre a los primeros 10 minutos después de la estimulaciéon, y una segunda fase que es
mas larga y sostenida. El estimulador mas importante de la liberacion de la insulina es la

glucosa (Muoio y Newgard, 2008).

En las células B pancreaticas la glucosa atraviesa la membrana plasmatica a través de
un transportador especifico de glucosa (GLUT 2), siendo inmediatamente fosforilada a
glucosa 6-fosfato por la glucocinasa. Los productos del metabolismo de la glucosa,
incluidos ATP, NADH, y NADPH, aumentan y se cierran los canales de K+ dependientes
de ATP. Este proceso despolariza la membrana celular desencadenando la apertura
de los canales de Ca®* regulados por voltaje; el flujo de Ca** aumenta 'y permite la
exocitosis de las vesiculas que contienen insulina. Asi mismo, la glucosa estimula la
sintesis de la insulina al elevar la tasa de transcripcion del gen de la insulina y la tasa de
traduccion de su ARN mensajero. Las proteinas G, ligadas a la adenil-ciclasa y a la
fosfolipasa C inducen las acciones estimuladoras e inhibidoras de otros moduladores de
la secrecion de insulina a través de las modificaciones de la cantidad de AMP ciclico,
productos del fosfatidilinositol y diacilgliceroles. Otras hormonas peptidicas
gastrointestinales como el péptido inhibidor gastrico, la gastrina, la secretina, la
colecistocinina y el péptido similar al glucagdén (GLP-1), al ser liberados por las células

intestinales después de una comida, pueden estimular la secrecion de insulina. Parte de



los aminoacidos resultantes de la digestion de las proteinas de la comida acttan

sinérgicamente con la glucosa para estimular a las células B (Levy, et al, 2006).

1.1.2. Vias de sefalizacion de la insulina.

La insulina se une a su receptor de membrana (IR) provocando su autofosforilacion;
este proceso permite el reclutamiento y la consecuente fosforilacion de proteinas de
andamiaje incluyendo las del substrato receptor de insulina (IRS). La activacion de estas
proteinas inicia cascadas de fosforilaciones en serinas y treoninas en diversas moléculas

intermediarias (Muoio y Newgard, 2008, Levy, et al, 2006).

En musculo esquelético y en tejido adiposo, la insulina estimula la captacion de glucosa
a través de la exocitosis del transportador de glucosa regulado por insulina isotipo 4
(GLUT 4). En el masculo e higado, la insulina estimula la formacion de glucégeno a partir
de glucosa-6-fosfato (glucogénesis) activando la glucégeno sintetasa, asi mismo, aunque
en menor grado, estimula la glucdlisis y la oxidacion de glucosa. En tejido adiposo
estimula la produccién de alfa-glicerol fosfato a partir de las triosas fosfato intermediarias
de la glucdlisis, la cual se emplea para esterificar acidos grasos libres y almacenarlos en
forma de triglicéridos. En higado la insulina inactiva la glucogeno fosforilasa, inhibiendo la

gluconeogénesis. (Murrow y Hoehn, 2010, Levy, et al., 2006) (Fig.1).



grasos libres

we= Estimulacién ' Inhibicien

Fig. 1. Efecto de la insulina en musculo esquelético, tejido adiposo e higado. (Tomado de

Levy, et al., 2006).

La alteracion de la sensibilidad a la insulina de los tejidos periféricos -resistencia a la
insulina- y/o la alteracion en la secrecion de esta, debida a defectos en la funcién de las
células B o una reduccién en la masa celular, provocan una alta concentraciéon de

glucosa sanguinea, lo que se denomina como hiperglucemia.

1.1.3. Complicaciones de la diabetes

A corto plazo, la hiperglucemia causa sintomas de poliuria, polidipsia y polifagia (WHO,

2011); sin embargo, en una hiperglucemia cronica, las complicaciones pueden

clasificarse por el nivel de afectacion en:

e Microvasculares: Se relacionan con dafio al endotelio y al muasculo liso,

manifestandose como nefropatia, retinopatia y neuropatia diabética;



e Macrovasculares: que incluyen un grupo de trastornos que se caracterizan por

ateroesclerosis y enfermedad isquémica del corazon en todas sus modalidades.

En gran medida estas complicaciones se originan por cambios quimicos y funcionales de
las proteinas, alteracion en la expresion de genes y dafio al endotelio (Diaz-Flores et al.,

2004).

1.1.4. Diagnostico de la diabetes

Debido a las complicaciones de la diabetes, es necesario un diagndstico temprano, por lo
gue para obtenerlo deben realizarse pruebas clinicas para determinar los niveles de

glucosa sanguinea como son:

e Prueba de Glucemia Plasmética Ocasional- En donde se obtiene la muestra de sangre
del paciente en cualquier momento del dia, independientemente del tiempo pasado

desde la ultima ingesta de alimento;

e Prueba de Glucemia Plasméatica en Ayunas- En donde se obtiene la muestra de

sangre del paciente en un periodo sin ingesta de alimentos de al menos 8 horas;

e Prueba de Tolerancia a la Glucosa- En donde se obtiene la muestra de sangre del
paciente después de dos horas de una ingesta de glucosa anhidrida (75 g) disuelta en

agua (500ml) (Conget, 2002).

10



Los niveles de glucosa que permiten el diagndstico de diabetes se indican en el cuadro 1;
asi mismo se muestran valores de glucosa que se consideran como situaciones de riesgo
para desarrollar diabetes y enfermedades cardiovasculares, que son: Glucosa alterada

en ayunas 'y Tolerancia disminuida a la glucosa.

Cuadro 1. Valores de glucosa utilizados para el diagndstico de diabetes (Conget, 2002).
Prueba Situaciones de riesgo para Diagnéstico de diabetes
desarrollar diabetes.
Prueba de Glucemia 2 200mg/dl mas sintomas

Plasmética Ocasional (poliuria, polidipsia y pérdida

de peso sin explicacién)

Prueba de Glucemia Glucosa alterada en ayunas = 126 mg/dl
Plasmatica en Ayunas = 110mg/dl < 126mg/dI
Prueba de Tolerancia a la Tolerancia disminuida a la = 200mg/dl
Glucosa glucosa

= 140mg/dl < 200mg/dl

1.1.5. Clasificacion de la diabetes

De acuerdo con su etiologia, la diabetes puede clasificarse en:

Tipo 1. En la cual se indica una deficiente o nula produccion de insulina por parte

de las células 3- pancreaticas debido a la destruccion de éstas. Se incluyen en esta

11



categoria tanto aquellos casos en donde la destruccion de las células 3- pancreaticas es
causada por procesos autoinmunes, como por aquellos procesos en donde no es

conocida ni la etiologia, ni la patogénesis;

Tipo 2. Se caracteriza por desoérdenes en la accion de la insulina y en la secrecion

de ésta. Debido a que el 90% de la poblacion con esta enfermedad presenta este tipo de

diabetes, se abordara con mas detalle en otro apartado;

Otros tipos especificos de diabetes mellitus. Son aquellos tipos cuya causa es

poco comun y que incluyen: defectos genéticos de la célula 3, defectos genéticos en la
accion de insulina, enfermedades asociadas a procesos que afectan el pancreas
exocrino, endocrinopatias, farmacos o sustancias quimicas, infecciones, formas
infrecuentes de diabetes autoinmunes y a otros sindromes que a veces se asocian a la

enfermedad;

Diabetes gestacional. Se entiende como toda aquella alteracion del metabolismo
de los carbohidratos que se diagnostica por primera vez durante el embarazo (WHO,

2001, WHO, 2006, Conget, 2002).

1.2. Diabetes tipo 2

En la diabetes tipo 2, los defectos en la sensibilidad y secrecion de insulina suelen
coexistir, causando anormalidades metabolicas como hiperglucemia, aunada a la

alteracion de la disponibilidad de glucosa por parte de los tejidos estimulada por insulina,
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produccion incontrolada de glucosa hepatica, y alteracion en el metabolismo de lipidos
(dislipidemia), que incluye una homeostasis perturbada de acidos grasos, triglicéridos y

lipoproteinas (Muoio y Newgard, 2008, Conget, 2002).

Esta enfermedad es ampliamente asociada con la obesidad y se desarrolla cuando una
sobrecarga nutricional se conjuga con la susceptibilidad genética del individuo causando
resistencia a la insulina; sin embargo, tanto los estados de obesidad como de resistencia
a la insulina pueden mantenerse por largos periodos de tiempo, debido a la
compensacion de las células B pancreaticas (hiperinsulinemia) que evita que se
desencadene en diabetes. Sin embargo, la falla de las células B, que involucra una
disminucién de la masa celular y deterioro de su funcion, es el factor de transicion para

el desarrollo de diabetes tipo 2 (Muoio y Newgard, 2008).

La obesidad no es la Unica causante de la resistencia a la insulina, esta puede
desarrollarse a consecuencia de factores inflamatorios y hormonales, estrés del reticulo
endoplasmico, y por la acumulacion de los subproductos tdxicos por la sobrecarga
nutricional en tejidos sensibles a la insulina como adipocitos, hepatocitos, musculo
esquelético y células B pancreaticas; ademas, la hiperinsulinemia compensatoria
exacerba la resistencia a la insulina y contribuye directamente a la falla de las células 3

pancreaticas (Serrano-Rios y Gutierrez-Fuentes, 2010).

Debido a que la diabetes tipo 2 tiene una carga genética, se pueden diferenciar aquellos
determinantes genéticos esenciales que son especificos de diabetes pero no suficientes

por si solos para generar la enfermedad (genes que determinan defectos en la
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sensibilidad de la insulina, y/o secrecion de ésta), de los determinantes genéticos
relacionados con la diabetes no esenciales, que no son especificos de diabetes pero
estan relacionados con ella (obesidad, la distribucién de adiposidad, y la longevidad)

(Conget, 2002).

1.3. Diabetes en México

En México se estima que 7.3 millones de mexicanos padecen esta enfermedad, de los
cuales solamente 3.7 millones de ellos conocen su diagndstico, a raiz de esto, la
diabetes se ha convertido en la primera causa de muerte del pais (Aguilar- Salinas y

Rojas, 2012).

Las personas con diabetes representan un alto costo para el sistema de salud, para el
2000, los costos totales fueron 15 mil 118 millones de délares. Estos gastos se pueden
dividir en costos directos, que implica medicamentos, hospitalizacion, consultas y
complicaciones derivadas de la enfermedad (1974 millones de ddlares) y costos
indirectos que tienen que ver con aspectos en la productividad como son jubilaciones e
incapacidades prematuras (13 mil 144 millones de dodlares) (Aguilar- Salinas y Rojas,

2012; Barcelo, et al., 2003).
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1.4. Hipoglucemiantes orales

Debido al gran impacto econdémico derivado de la enfermedad y de sus complicaciones,
es necesario un tratamiento especifico para el paciente, el cual debe adecuarse con base

en el tiempo de evolucién de la enfermedad, el peso y el nivel de hiperglucemia.

Dentro de los tratamientos se encuentran la dieta y el ejercicio, pero también algunos

hipoglucemiantes orales como:

e Sulfonilureas (Tolbutamida, clorpropamida, glibenclamida, glipicida, glicacida,
glimepirida): Estos hipoglucemiantes estimulan la secrecion de insulina al modular el
canal de Kate al unirse al receptor de las sulfonilureas (SUR) presente en la superficie
de las células B pancreaticas. Puesto que las sulfonilureas son de los hipoglucemiantes
orales mas utilizados (Zhang, et al., 2004), en este estudio se utilizé la glibenclamida
como farmaco control, por lo que se abordaran de manera somera sus caracteristicas y

mecanismo de accion en el siguiente apartado;

e Meglitinidas (Nateglinida y repaglinida): Estimulan la secrecion de insulina, al igual que

las sulfonilureas se unen al receptor SUR, sin embargo esta union es de unos cuantos

segundos;
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Biguanida (Metformina): Inhibe la gluconeogénesis, incrementa sensibilidad a la
insulina, y estimula la sintesis de glucogeno, esto al incrementar la actividad de la

proteina cinasa dependiente de AMP (AMPK);

Thiazolidinedionas Incrementan la sensibilidad a la glucosa y reducen la
resistencia a la insulina, a través de la activacion de los receptores nucleares
hormonales gama (PPARYy) involucrados en la regulacion de genes asociados al

metabolismo de glucosa y lipidos;

Agonistas de GLP-1. Estimulan la biosintesis y secrecion de insulina al activar el

receptor GLP-1;

Inhibidores de la dipeptilpeptidasa 4 (DPP-4). Inhiben la inactivacion de la GLP-1.

Inhibidores de las a-glucosidasas. Como su nombre lo indica, inhiben la absorcién
intestinal de glucosa al evitar que los carbohidratos se unan a la regién activa de las a-

glucosidasas, impidiendo que se digieran (Brunton, et al., 2010).

1.4.1. Sulfonilureas

Las sulfonilureas consisten en un grupo urea unido via sulfuro a un anillo de benceno,
sus variaciones consisten en los sustituyentes en el nitrdgeno del grupo urea y en la

posicion para del anillo de benceno (Fig. 2). Las sulfonilureas se dividen en dos grupos,
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dentro de las de primera generacion se encuentran la tolbutamida, clorpropamida y
tolazamida, mientras que la glibenclamida, glipicida y glicacida pertenecen a la segunda

generacion (Brunton, et al., 2010).

\/

\/\/

T Z

Fig. 2. Estructura quimica esencial de las sulfonilureas. R1 son los sustituyentes de la posicion
para del anillo bencénico, mientras que R2 representa los sustituyentes en el nitrogeno del grupo

urea.

Estos compuestos modulan directamente la secreciéon de insulina al unirse a la
subunidad SURL1 (receptor de sulfonilureas) de los canales de K™ dependientes de ATP
que se encuentran en las células B pancreaticas; al unirse a esta subunidad se provoca
el cierre de los canales de K" y por lo tanto la inhibicion del flujo de estos iones
causando la despolarizacién de la membrana celular. Esta despolarizacién ocasiona la
apertura de los canales de Ca®" dependientes de voltaje con el consecuente incremento
de Ca?*citosélico, lo que provoca que los microtiibulos se contraigan y asi permitan la

liberacién de insulina (Fig. 3) (Cheng y Fantus, 2005; Doyle y Egan, 2003).
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Fig. 3. Sulfonilureas mimetizan la accion de la glucosa al inhibir los canales de K* dependientes

de ATP y estimular la secrecion de insulina (Tomado de Cheng y Fantus, 2005).

Como se ha mencionado, existen diferentes formas de tratar la diabetes, la medicina
tradicional es una de ellas. En la medicina tradicional se utilizan plantas, minerales y
animales que se encuentran en los ecosistemas propios de la regién, donde esta
utilizacion esta aunada a sus tradiciones e ideologia (Barba De Pifia, 2002). Debido a
ello, es necesario comprender las acciones terapéuticas de los productos naturales
biolégicamente activos de uso tradicional, trabajo a cargo de la etnofarmacologia

(Andrade-Cetto y Heinrich, 2011).

En México, la medicina tradicional es en su mayoria herbolaria y su utilizacién ha sido
transmitida por medio de usos y costumbres. Para el tratamiento de la diabetes se ha
observado que una importante poblacion que padece esta enfermedad llega a utilizar

casi siempre plantas con o sin prescripcion médica (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005), por
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lo que se abordara lo relativo a las plantas hipoglucemiantes utilizadas en el tratamiento

de la diabetes en este contexto.

1.5. Plantas medicinales hipoglucemiantes en México

Existen recopilaciones sobre el uso de plantas utilizadas para diferentes tratamientos en
trabajos escritos de fray Bernardino de Sahagun, Martin de la Cruz, Juan Badiano,
Francisco Bravo, Hernando Ruiz de Alarcén y Francisco Hernandez. El inventario de
especies utilizadas tradicionalmente en el tratamiento de la diabetes inicié a principios
del siglo XX por el Instituto Médico Nacional, entre éstas se encuentran el copalchi
(Coutarea latiflora), el guarumbo (Cecropia obtusifolia) y el matarique (Psacalium sp.)

(Aguilar y Xolalpa 2002).

En 2002 se realizé un estudio en el Herbario Medicinal del Instituto Mexicano del Seguro
Social, con el fin de conocer el numero aproximado de plantas que debido a trabajos
etnobotanicos podrian ser consideradas como hipoglucemiantes, resultando que de
14,000 ejemplares que se encuentran registrados, 179 especies de 68 familias botanicas
estan reconocidas para el tratamiento de la diabetes, en donde las familia Asteraceae,
Cactaceae y Fabaceae son las mas representadas; sin embargo, para 2005 esta cifra se
estimaba en cerca de 500 especies de plantas utilizadas en México en el tratamiento
de la diabetes tipo 2 (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005; Aguilar y Xolalpa 2002), lo que a

medida que surjan mas investigaciones este numero podria ser mucho mayor.
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Debido a que la etnofarmacologia involucra estudios multidisciplinarios, ademas de
informacion sobre el uso de las plantas en medicina tradicional, los métodos fitoquimicos
han sido adoptados para la identificacion, caracterizacion y determinacion de las
estructuras quimicas de los productos naturales (Phillipson, 2007); por esta razon se
abordard de manera breve lo relativo a la fitoquimica con énfasis al método de

Cromatografia en Capa Fina (CCF), que se utilizé en este trabajo.

1.6. Fitoquimica

El estudio de la quimica de las plantas engloba una gran variedad de sustancias
organicas que son elaboradas y acumuladas por las plantas; se enfoca al estudio de la
estructura quimica de estas, su biosintesis, distribucién y funcion biolégica (Harborne,

1998).

La gran variedad de compuestos quimicos de las plantas puede clasificarse en
metabolitos de caracter primario, que son necesarios para las funciones basicas de la
vida (Bourgaud, et al., 2001), y metabolitos secundarios, que actian como defensa
contra herbivoros y patégenos, como proteccion contra el estrés producido por cambios

abidticos, o como atrayente para polinizadores o simbiontes (Briskin, 2000).

Son los metabolitos secundarios a quienes se les atribuye en la gran mayoria de los
casos el efecto benéfico que producen las plantas medicinales y son usualmente
clasificados de acuerdo a su ruta biosintética, considerandose tres familias principales:

polifenoles, terpenos-esteroides, y alcaloides (Bourgaud, et al., 2001, Briskin, 2000 ); no
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obstante, para plantas utilizadas en el tratamiento de la diabetes, se reportan ademas
otros compuestos con actividad hipoglucemiante como son: glicésidos, polisacaridos y

proteinas (Lamba, et al., 2000).

La separacion, identificacion y estructura de los compuestos presentes en las plantas de
uso medicinal ha sido facilitado por el continuo desarrollo de métodos de analisis como la

cromatografia y la espectroscopia (Phillipson, 2007).

1.6.1. Cromatografia en Capa Fina (CCF)

La cromatografia es un método de separacion a través de un sistema bifasico, el cual
aprovecha la diferencia en la conducta de separacion de los componentes de una mezcla
entre una fase estacionaria, donde se retendran los compuestos a separar, y una fase
movil, que desplazaran diferencialmente los compuestos a través de la fase estacionaria

(Swami, et al., 2008).

La Cromatografia en Capa Fina emplea una fase estacionaria adsorbente (capa fina
retenida sobre una superficie plana), que puede ser de diferentes materiales -silica gel,
celulosa, alumina, etc., y una fase movil liquida, que puede consistir en un solvente o en
una mezcla de estos. La fase movil se mueve a través de la fase estacionaria por medio
de fuerzas de capilaridad; la separacion de sustancias por su parte, es el resultado de
dos fuerzas opuestas: la fuerza motriz de la fase movil y la resistencia del adsorbente

(Sharapin, et al., 2000; Fried y Sherma, 1999).
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El tipo de adsorbente determinara el tipo de resistencia, que sera por adsorcion cuando
haya interacciones de polaridad, particion cuando sea de solubilidad, filtracion molecular
cuando dependa del tamafio de las particulas y de intercambio i6nico cuando sea por

ionizacion (Sharapin, et al., 2000; Fried y Sherma, 1999)

La fitoquimica es fundamental en el estudio de las plantas medicinales de uso tradicional
al permitir la identificacion de los compuestos que podrian ser benéficos, en este caso,
para el tratamiento de la diabetes; sin embargo, son necesarios otro tipo de estudios ya
sean de tipo “in vitro” o “in vivo” que permitan investigar su potencial efecto
hipoglucemiante y en tal caso el estudio subsecuente del mecanismo de accion (Frode y
Madeiros, 2008); para ello, existe una gran variedad de modelos animales que permiten
simular algunos fenbmenos que se observan en pacientes con diabetes, los cuales
ademas, contribuyen al conocimiento de los factores fisioldégicos, bioquimicos y

ambientales que predisponen a esta enfermedad (Amaya, et al., 2007).

1.7. Modelos experimentales utilizados en el estudio de diabetes tipo 2

Existen una gran diversidad de modelos experimentales utilizados para el estudio de la
diabetes tipo 2 debido a que esta enfermedad involucra procesos de resistencia a la
insulina, asi como un defecto en la secrecion de ésta por parte de las células (3
pancreaticas. Se utilizan modelos espontaneos o inducidos; entre estos ultimos se

encuentran los inducidos con quimicos, por dieta o por cirugia, asi como los derivados de
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manipulacion genética en el caso de los modelos transgénicos y knock-out (Srinivasan y

Ramarao, 2007).

En la mayor parte de los estudios publicados en el campo de la etnofarmacologia entre
1996 y 2006 fueron empleados los modelos de induccién quimica, siendo la
estreptozotocina (STZ) utilizada en el 69% de los estudios realizados, seguida del aloxan
que fue utilizada en el 31% de los casos (Frode y Medeiros, 2008). Estos modelos

destruyen de manera selectiva los islotes pancreaticos, siendo su uso simple y practico.

Cada modelo presenta sus ventajas y desventajas, no habiendo un modelo que mimetice

todas las caracteristicas de la diabetes tipo 2 que afecta a los humanos.

1.7.1. Modelo NA-STZ

El modelo consiste en administrar intraperitonealmente Nicotinamida (NA) a dosis de
230mg/kg quince minutos antes que la Estreptozotocina (65mg/kg) por via intravenosa
(Fig. 4). Este modelo comparte ciertas caracteristicas con la diabetes tipo 2, como son:
hiperglucemia estable moderada, intolerancia a la glucosa, secrecion de insulina

estimulada por glucosa, asi como respuesta a la tolbutamida (Masiello, et al., 1998).

La estreptozotocina  (2-deoxi-2-(3(metil-3-nitrosoureido)-D-glucopiranosa), sintetizada
por Streptomycetes achromogenes, es transportada al interior de las células B

pancreaticas via el transportador de glucosa GLUT2 (Szkudelski, 2012).
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Se piensa que la propiedad de alquilacion del DNA es la mayor razén de su toxicidad, ya
que al dafar al DNA, se activa la poli(ADP-ribosa)polimerasa-1 (PARP-1) que repara el
dafio, la cual cataliza la sintesis de poli(ADP-ribosa) a partir del NAD+ celular; la
subsecuentemente disminucion del NAD+ causa el agotamiento del ATP, lo que resulta
en necrosis de las células B pancreaticas (Lenzen, 2008; Szkudelski, 2012). Inhibidores
de la PARP-1, como la nicotinamida, protegen a las células B pancreaticas de la
destruccion toéxica de la STZ (Lenzen, 2008). Ademas, ya que la STZ es un donador de
oxido nitrico, y un generador de especies reactivas de oxigeno, puede contribuir con
ambas acciones de manera sinérgica a la fragmentacion de DNA y a otros cambios

perjudiciales (Szkudelski, 2001).

La nicotinamida (piridina-3-carboxamida), que proviene de la vitamina B3-niacina-,
ademas de ser inhibidor de PARP-1, posee una estructura molecular que le permite

actuar como antioxidante al secuestrar radicales libres (Amaya, et al., 2007).

Las modificaciones al modelo han permitido comprobar que el efecto de la induccion
con STZ y NA varia dependiendo de las dosis de estos compuestos, la edad de los
animales en experimentacion y el tiempo en que se administra NA en relacion a la
administracion de STZ, asi como a la ruta de administracion de la STZ y el estado

nutricional de las ratas (Szkudelski, 2012).

Amaya y colaboradores en 2007 probaron diferentes dosis de NA (100mg/kg, 125mg/kg y
350 mg/ kg) y dosis de STZ de 65mg/kg, en donde observaron junto a estudios

histopatoldgicos, que las dosis mas altas de NA protegen al pancreas de su destruccion
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total, y que la STZ disminuye el nimero de células de los islotes pancreaticos
permitiendo la infiltracion de grasa, por lo cual se determind que la NA tiene un efecto

protector dosis dependiente (Amaya, et al., 2007).

N_,/%QJ/ NH,
L\H\ o
Estreptozotocina Nicotinamida

Fig. 4. Estructuras quimicas de la estreptozotocina (STZ) y Nicotinamida (NA)

Por sus caracteristicas similares a la diabetes tipo 2, este modelo se eligio para probar el
efecto hipoglucemiante de B. plumieri. A continuacion se precisara con mas detalle

sobre su morfologia, ubicacion, usos etnobotanicos y estudios fitoquimicos.

1.8. Bromelia plumieri (E. Morren) L.B. Sm.

Esta planta también es conocida como pifiuela, aguama, cazuela (SIT*mx, 2009),

timbiriche (Hornung y Leoni, 2011), Chak ch'am (Flores, et al., 2001) chichipo, chiyol

(Espejo-Serna, et al., 2005), cocuistle o jocuistle (Bioversity International, 2012).
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Es tropical, y se distribuye entre los 400 a 1500 m sobre el nivel del mar, desde México a
Brasil (Parada y Duque, 1998) (Fig. 5). Su clasificacién botanica puede verse en el

cuadro 2.

Son hierbas terrestres con hojas enlongadas, gruesas, y con dientes afilados a lo largo
de los margenes; con inflorescencia sésil, esencialmente a nivel del suelo (Flora of Kaxil
Kiuic, 2005). Florece en los meses de mayo a octubre (Espejo-Serna, et al., 2005). Sus
frutos miden de 5 a 10 cm de largo y 1 o 2 cm de diametro, tienen una epidermis café,

cubierta por una delgada capa pubescente ocre (Parada y Duque, 1998) (Fig. 6).

Bromelia plumieri

Fig. 5. Distribucién de B. plumieri (E. Morren) L.B. Sm. (Bioversity International, 2012)
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Cuadro 2. Clasificacion botanica de Bromelia plumieri (Modificado de SIIT*mx, 2009)

Reino
Subreino
Division
Clase
Subclase
Orden
Familia
Género

Especie

Plantae
Tracheobionta
Magnoliophyta

Liliopsida
Zingiberidae
Bromeliales

Bromeliaceae
Bromelia

Bromelia plumieri( E. Morren) L.B. Sm.

Sinénimos Bromelia karatas L., Karatas plumieri E. Morren

Fig. 6. Fotos de B. plumieri y sus frutos tomadas en San Simdén, municipio de Tepehuacan de

Guerrero, Hidalgo, por Christian Alan Cabello Herndndez y el autor.
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Dentro de los usos para B. plumieri se encuentran:

e Uso comestible, en el cual se utilizan tanto las hojas como los frutos. Las hojas se
utilizan para la preparacion de bebidas frescas en la regién de la Huasteca,
Hidalgo (Hornung-Leoni, 2011a). La fruta por su parte, se come directamente o
es utilizada para preparar salsa para tacos, esto ultimo en el estado de Jalisco; en
Perd se usa el jugo de la fruta para preparar bebidas refrescantes (Hornung-
Leoni, 2011b); también la fruta se utiliza para hacer mermeladas (Parada y

Duque, 1998).

e Cerca viva, empleadas como barreras para evitar la erosion y como cercos para

delimitar las propiedades.

e Usos medicinales (Hornung y Leoni, 2011a; Morton, 1981 en Flora of Kaxil Kiuic,
2005) entre los que se encuentran: la utilizacion del jugo de los frutos para el
tratamiento del escorbuto, las frutas cocidas con azucar como diurético, las
semillas machacadas hervidas con azucar para expulsar parasitos internos (Flora
of Kaxil Kiuic, 2005), las hojas se emplean para preparar un té contra la

inflamacion (Villavicencio y Pérez, 2005 en Hornung y Leoni, 2011a).

En especifico para el tratamiento de la diabetes, su utilizacién esta reportado por Diaz

(1976) en donde solo se indica su uso como jugo pero no se precisa la parte de la planta
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utilizada; y en la Flora of Kaxil Kiuic, (2005) donde se precisa que se utiliza el jugo de los

frutos para tal fin.

Dentro de los estudios quimicos de la planta, se han encontrado en la pulpa de la fruta
algunos compuestos como 1-O- 3 -D-glucopiranosil antranilato, y 3,4-dimetoxifenil 3-D-
glucopiranosil, asi como de 38 compuestos volatiles glicosilados (Parada y Duque,
1998). En otros estudios para detectar flavonas y flavonoles en las hojas de la familia
Bromeliaceae, se reportd que estos compuestos no estaban presentes en esta especie

(Williams, 1978).

Su actividad antioxidante fue evaluada comparando su actividad con plantas expuestas
a la luz y en sombra, en temporada de lluvia y de sequia, sugiriéndose que la actividad

es debida a metabolitos polares e hidrofilicos (Gonzéalez-Salvatierra, et al. 2010).

Por otra parte, en un estudio realizado por Flores y colaboradores en 2001 para conocer

las plantas de la flora yucatense que son téxicas, se encontré que al ingerir los frutos de

B. plumieri se produce escozor e inflamacién de los labios (Flores, et al., 2001).

A pesar de la variedad en su uso comestible y medicinal, no se han realizado estudios

farmacoldgicos que permitan legitimar la eficacia y la seguridad de esta planta.
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Il. Justificacion

En estudios de campo llevados a cabo por el Laboratorio de Etnofarmacologia de la
Facultad de Ciencias, informantes de Tlanchinol, Hidalgo, hacen referencia a la
utilizacion de las hojas de Bromelia plumieri en forma de té para el tratamiento de la
diabetes; debido a que no existen estudios farmacologicos sobre esta planta, se decidio
probar el efecto hipoglucemiante agudo de las hojas en un modelo de diabetes inducida

(NA- STZ).

lll. Objetivos

Objetivo general:

» Evaluar el efecto hipoglucemiante agudo de Bromelia plumieri administrado por via

oral a ratas tratadas con NA-STZ.

Objetivos particulares:

» Evaluar el efecto hipoglucemiante agudo del extracto acuoso de hojas de Bromelia

plumieri administrado por via oral a ratas tratadas con NA-STZ.

» Evaluar el efecto hipoglucemiante agudo del extracto etanol-agua de hojas de

Bromelia plumieri administrado por via oral en ratas tratadas con NA-STZ.
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» Evaluar si el tiempo de inicio del efecto guarda relacion con la dosis administrada.

» Detectar por medio de cromatografia en capa fina la presencia de flavonoides,

terpenos y alcaloides del extracto acuoso y etanol-agua, asi como en extractos

adicionales.

IV. Hipodtesis

Hol-La administracién aguda por via oral del extracto acuoso de Bromelia plumieri no

tiene efecto hipoglucemiante en ratas tratadas con NA-STZ.

Hal- La administracion aguda por via oral del extracto acuoso de Bromelia plumieri

tiene efecto hipoglucemiante en ratas tratadas con NA-STZ.

Ho2-La administracién aguda por via oral del extracto etanol-agua de Bromelia plumieri

no tiene efecto hipoglucemiante en ratas tratadas con NA-STZ.

Ha2- La administracion aguda por via oral del extracto etanol-agua de Bromelia plumieri

tiene efecto hipoglucemiante en ratas tratadas con NA-STZ.
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V. Materiales y métodos

5.1. Colectay procesamiento de Bromelia plumieri

Se realizaron dos colectas por el Dr. Adolfo Andrade Cetto y el equipo de trabajo del
Laboratorio de Etnofarmacologia en la localidad de San Simoén, Mpio. de Tepehuacan de
Guerrero, Hidalgo, ya que el principal informarte de Tlanchinol indicé que la colecta de la
planta se realizaba en esa localidad. La primera colecta de B. plumieri se realiz6 a

finales del mes de Agosto de 2010 y la segunda a finales de Marzo de 2011.

El material fue identificado por el M. en C. Ramiro Cruz Duran del Departamento de
Biologia Comparada de la Facultad de Ciencias. El ejemplar se encuentra depositado en
el Herbario de Plantas Medicinales del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) con

el nimero de registro IMSSM 15814.

Las hojas de B. plumieri se fragmentaron y secaron en la cdmara de secado del

Laboratorio de Ambientes Controlados de la Facultad de Ciencias, UNAM, a una

temperatura de 40°C. Después se molieron en un molino MF10basic de la marca IKA.
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5.2. Preparacion de extractos de Bromelia plumieri

5.2.1.Extractos para pruebas farmacoldgicas

e Extracto acuoso
Se prepar6 con las hojas molidas de B. plumieri pesando y agregando 27.344g en 500
ml de agua destilada recién hervida, la cual se mantuvo en agitacion por tres horas. La
mezcla se filtr6 con papel filtro. La fraccion liquida se congelé a -40°C en un

ultracongelador marca Revco, y después se liofilizo (Liofilizadora LABCONCO).

e Extracto etanol- agua
Se prepar6 con las hojas molidas de la B. plumieri poniendo 20 g de esta en 800 ml de
etanol- agua destilada en proporcién 1:1; se mantuvo en agitacion por tres horas a 40°C.
La mezcla se filtr6 con papel filtro, con el sobrante se repitié el procedimiento pero en 400
ml de etanol- agua en la misma proporcién. El etanol de ambas extracciones se eliminé
mediante evaporacién a presion reducida en un rotavapor (Bichi modelo R-205). El
exceso de disolvente se congel6 a -40°C en un ultracongelador (Revco), y después se

liofilizo.

5.2.2. Extractos adicionales para pruebas fitoquimicas.

Para estas pruebas se utilizaron los extractos acuoso y etanol-agua utilizados para las
pruebas farmacolégicas, asi mismo se decidid preparar extractos de tipo hexanico y
butandlico de las hojas de B.plumieri para detectar la presencia de flavonoides, terpenos

y alcaloides que pudieran no haberse observado en los extractos anteriores. De esta
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manera se obtendria mas informacion sobre los metabolitos secundarios presentes en

las hojas de esta planta que podrian 0 no, estar relacionados con el efecto observado.

Asi mismo se prepar6 un liofilizado del jugo de los frutos de esta planta para someterlo a
pruebas fitoquimicas, que podria dar pie a futuras investigaciones, ya que en la literatura
se encuentra reportado el uso de este jugo para el tratamiento de la diabetes (Flora Kaxil

Kiuic, 2005).

e Extracto de hexanoy butanol
Los extractos se prepararon con hojas molidas de B. plumieri colocando 59.46 g en el
cartucho de extraccion para Soxhlet. Primero se hizo la extraccién con hexano, el cual se
elimind mediante evaporacién a presion reducida. Después se hizo una extraccion con
metanol. Al terminar la extraccion se limpiaron las clorofilas con tetracloruro de carbono y
agua, quedando la fraccion de metanol-agua. El metanol se eliminé en rotavapor; a la
fraccién acuosa se le agreg6 butanol, en seguida con un embudo de separacién se quitd

el agua y la fraccion butandlica se eliminé en el rotavapor (Fig. 7) (Andrade-Cetto, 1999).

e Liofilizado de jugo de frutos de Bromelia plumieri
Se prepar6 un jugo de frutos de B. plumieri por medio de una prensa marca HAFICO
serie 518620, obteniéndose 141 ml de jugo de 279 g de frutos. Este se congelé a

-40°C en un ultracongelador y después se liofilizo.
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(Se guardé para futuros estudios)

Extracciéon con metanol

MeOH, CCl4, H20 (10:8:2)
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metanol-agua
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Extracto
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Tetracloruro de carbono
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Butanol
(1:1)

> Agua

Extracto

butanélico

Fig. 7. Protocolo de obtencidn de extracto hexanico y butandlico de las hojas de B. plumieri.
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5.3. Calculo de DER (Drug extract ratio)

Este célculo es un criterio importante para la caracterizacion de una preparacion herbal.
Hace referencia a la relacion de masa del material herbal inicial (Droga herbal g) con la
masa del extracto resultante (Preparacion herbal). La cantidad y composicion del
extracto, asi como el calculo de DER son principalmente influenciados por parametros
como: solvente de extraccion, procedimiento de manufactura y aparato de manufactura

(Vlietinck, et al., 2009).

DER= Droga herbal () =x:1

Preparacion herbal (g)

5.4. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar de dos meses de edad de entre 200 y 250 g de peso
corporal. Los animales se mantuvieron con libre acceso a agua y alimento comercial para
roedores (5001 Lab. Animals) en el Bioterio de la Facultad de Ciencias en un fotoperiodo

luz -oscuridad de 12:12, a una temperatura de 25°C.

5.5. Induccidn de diabetes experimental NA-STZ

A las ratas se les inyecto por via intraperitoneal: nicotinamida (NA) a dosis de 230 mg/kg
disuelta en 2ml de solucion fisiologica, y quince minutos después se inyecto

estreptozotocina (STZ) a dosis de 65 mg/kg disuelta en 1ml de buffer de citratos. Dos
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semanas después de la induccién se eligieron las ratas con valores de glucosa en ayuno

diferentemente significativos con respecto a sus valores antes de la inyeccion.

5.6. Medicion de glucosa

Se realizd un corte en la punta de la cola de las ratas para obtener una muestra de
sangre que se deposité en la tira reactiva para glucometro de la marca Accutrend GC;

las pruebas se realizaron por duplicado.

5.7. Dosis de Bromelia plumieri

Las dosis se calcularon de acuerdo a los extractos obtenidos de 20 g de las hojas
molidas de la planta (Cuadro 4), tomando como referencia que una persona de
aproximadamente 70 kg tomaria esa cantidad de extracto en un dia. Para el extracto
etanol-agua se calcul6 para la dosis menor un valor de 0.03 g/kg que se disolvié en 6ml
de solucion fisioldgica; para calcular la dosis mayor se elevo la dosis menor 10 veces,
obteniéndose 0.3 g/kg que se disolvieron en la misma cantidad de solucién fisiologica.
Para el extracto acuoso, las dosis se calcularon con el mismo procedimiento,

obteniéndose para la dosis menor el calculo de 0.035 g/kg y para dosis mayor 0.35 g/kg.

5.8. Dosis de hipoglucemiante oral
La dosis de glibenclamida fue de 5 mg/kg en 6ml de solucion fisiologica (Torres-

Piedra, et al., 2010).
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5.9. Disefio experimental

Se formaron 7 grupos de 11 animales cada uno (3 grupos controles y 4 experimentales)
(Cuadro 3). Los tratamientos se administraron oralmente, en una dosis Unica, por medio
de una canula gastroesofagica. La glibenclamida y los extractos se disolvieron en
solucion fisiologica.

Antes de la administracion se cuantifico la glucosa sanguinea, lo que se consideré como
el tiempo cero (TO), después se tomaron tres mediciones mas a intervalos de una hora:
60, 120 y 180 minutos después de la administracién del extracto, farmaco o solucién
fisiolégica. Todas las mediciones se iniciaron entre las 10:00 amy 10:30 am.

Cuadro 3. Disefio experimental

Grupos Tratamientos
A- Control no diabético. 6 ml/kg de solucion fisiologica
B- Control diabético. 6 ml/kg de solucion fisiologica
C-Control diabético+ 5 mg/kg de glibenclamida

hipoglucemiante

D Extracto acuoso de B. plumieri  dosis

mayor 0.35 g/kg

E Extracto acuoso de B. plumieri dosis
menor 0.035 g/kg)
F Extracto etanol-agua de B. plumieri

dosis mayor 0.3 g/kg
G Extracto etanol-agua de B. plumieri

dosis menor 0.03 g/kg
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5.10. Identificacion preliminar de metabolitos secundarios por Cromatografia en

Capa Fina (CCF)

De los extractos de hojas de B. plumieri (acuoso, etanol-agua, hexano, butanol) y del
jugo de frutos liofilizados, se realizaron placas de cromatografia en capa fina para

detectar la presencia de flavonoides, terpenos y alcaloides.

Las muestras se diluyeron en 0.1 ml de metanol, las de extracto hexanico en 0.1 ml de
hexano. Para todas las pruebas se utilizaron placas TLC silica gel 60 F254 de 5 cm de
largo x 5 cm de ancho, a excepcién de las de alcaloides en donde se usaron placas de
20 cm de largo x 5 cm de ancho. Las pruebas se corrieron en cubetas de vidrio de
distintos tamafios. El corrimiento de las placas se realizaron en el Laboratorio de
Etnofarmacologia en conjunto con el Laboratorio de Fitoquimica de la Facultad de

Ciencias, UNAM,

5.10.1. Deteccion de flavonoides.

De acuerdo al método de Wagner y Bladt (2001), para detectar flavonoides glicosilados,
se prepararon 10 ml en donde se utilizo la siguiente fase mévil: Acetato de etilo — 4cido
férmico — acido acético glacial — agua (6:1:1:2), usando rutina como estandar. Para
detectar la presencia de flavonoides agliconas, se prepararon 5 ml de la siguiente fase
movil: Cloroformo- acetona - acido formico (3.5: 1: 0.5), utilizando quercitina como

estandar.
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Las placas para detectar flavonoides glicosilados, como flavonoides agliconas, se
asperjaron con revelador Natural Product. La preparacion del revelador puede verse

detallado en el ANEXO 1.

5.10.2. Deteccion de terpenos.

Para detectar terpenos se prepararon 20 ml de la siguiente fase movil: Hexano - acetato

de etilo (14:6). La placa se asperj6é con revelador Vainillina (ANEXO 1).

5.10.3 Deteccioén de alcaloides.

Para detectar la presencia de alcaloides se prepararon 100 ml con la siguiente fase
movil: Diclorometano — metanol — hidroxido de amonio al 25% (85:14:1). Las placas se

asperjaron con revelador Drangendorff. (Anexo 1)

5.11. Estadistica

Los datos fueron analizados mediante ANOVA de un factor:

Para varias muestras relacionadas con un contraste posterior de Bonferroni para
determinar la diferencia con respecto al tiempo de cada grupo con su propio tiempo cero.
Para muestras independientes con prueba post hoc Fisher para determinar la diferencia
entre los tratamientos con respecto al control diabético. Las pruebas se realizaron en IBM

SPSS Statistics 20, tomando como resultados significativos aquellos con una p<0.05.
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VI. Resultados

Céalculo de DER

Para cada preparacion de B. plumieri se calculo el rendimiento (DER), los resultados se

muestran en el cuadro 4.

Cuadro 4. Rendimiento (DER)

Preparaciones de Droga Preparacién Rendimiento
Bromelia plumieri herbal (g) herbal (g) (DER)
Etanol-Agua 20 2.238 9:1
Acuoso 27.344 3.363 8:1
Butandlico 59.46 0.361 164:1
Hexanico 59.46 0.559 106:1
Jugo de frutos liofilizado 279 83.5 4:1

Para los extractos acuoso y etanol-agua, los rendimientos fueron muy parecidos, siendo
gue solo se necesitaron 9 y 8 partes respectivamente de la planta molida para obtener
una parte de la preparacién herbal. Para los extractos hexanico y butandlico se obtuvo
un bajo rendimiento puesto que se necesitaron mas de 100 partes de la planta molida

para obtener una parte de la preparacion herbal.

Para el jugo de frutos liofilizado solo se necesitaron 4 partes de la planta para obtener

una de la preparacion herbal.
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Pruebas farmacoldgicas

Los niveles de glucosa sanguinea antes y después de los tratamientos con extractos de

B. plumieri se encuentran

en el cuadro 5, se indican los valores que son

estadisticamente significativos contra el grupo diabético y contra el tiempo cero de su

propio grupo a una p<0.05.

Cuadro 5. Efecto hipoglucemiante de B.plumieri en ratas tratadas con NA-STZ

Grupos

A. Control no diabético.

B. Control diabético.

C. Control diabético +
glibenclamida

D. Diabético + Extracto acuoso
dosis mayor 0.35gr/Kg

E. Diabético + Extracto acuoso
dosis menor 0.03gr/Kg

F. Diabético + Extracto etanol-
agua dosis mayor 0.3gr/kg

G. Diabético + Extracto etanol-

agua-dosis menor 0.03gr/kg

Glucosa sanguinea (mg/ dl) después del

TO

115+3a

168+ 4

167+ 4

163+3

1735

173+ 4

167+4

tratamiento

T60

120+ 4 a

171+5

145+ 5 ta

148+3 1a

170£9 b

162+ 5

161+3

120

111+4a

173+ 3

119+ 41a

142+3 1a

161+6 b

155+ 4 'a

156+3 'a

180

107+3 a

162+ 4

110+ 31a

142+3 1a

148+4 a

144+ 3 'a

147+4 1a

n= 11. Los valores representan la media + error estandar. 1. Significativo contra el tiempo cero

de su propio grupo (ANOVA Bonferroni), a. Significativo contra el grupo diabético, b. Significativo

contra el grupo diabético + extracto a dosis mayor (ANOVA Fisher) (p<0.05).

42



De acuerdo con el cuadro 5 se tiene que:

Grupo B: Los valores de la glucosa sanguinea difieren significativamente del grupo

control no diabético en los tiempos 0, 60, 120 y 180.

Grupo C: Los valores de glucosa sanguinea son significativos a partir del tiempo 60 y se
mantuvieron hasta el tiempo 180 al compararlos tanto con su propio tiempo cero y con el

grupo control diabético.

Grupo D: Hubo una diferencia significativa en los valores de glucosa sanguinea a partir
del tiempo 60 y se mantuvo hasta el tiempo 180 al compararlo contra su propio tiempo

cero y con el grupo control diabético.

Grupo E: Los valores de glucosa sanguinea son significativos a partir del tiempo 120 y
se mantiene en el tiempo 180 al comparar los valores contra su propio tiempo cero, sin
embargo, al compararlo contra el grupo control diabético solo hubo diferencia significativa
en el tiempo 180. Al comparar este grupo contra el grupo D, se obtuvo una diferencia

significativa en los tiempos 60 y 120.

Grupo F y G: Hubo una diferencia significativa en los valores de glucosa sanguinea en
los tiempos 120 y 180 al comparar ambos grupos contra su propio tiempo cero 'y contra
el grupo diabético. No hubo diferencia significativa entre los grupos diabéticos + extracto

etanol —agua a dosis mayor y menor.
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Pruebas fitoguimicas

De la Cromatografia en Capa Fina, los resultados se observan en la cuadro 6. Asi mismo

se muestran las fotografias de las placas (Fig. 8, 9, y 10), no todas las franjas

registradas se alcanzan a ver por la resolucion de la impresion.

Cuadro 6. Metabolitos secundarios detectados por medio de CCF

Preparaciones

de B. plumieri Flavonoides
glicosilados
1. Hexanico -
2. Butanolico 7
3.Etanol- agua 4
4. Acuoso 6
5. Jugo de frutos 5
liofilizado

Metabolitos secundarios

Flavonoides Terpenos Alcaloides
agliconas

- 4 -

7 2 -

4 2 -

1 2 -

1 - -

Los valores indican el nimero de franjas de metabolito detectado, (-) Metabolito no

detectado.
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Rutina 2 Quercitina 2

Fig. 8. Placas de CCF para detectar flavonoides. A) Flavonoides glicosilados, B) Flavonoides
agliconas. 2= extracto butandlico, 3= extracto etanol-agua, 4= extracto acuoso, 5= jugo de frutos

liofilizado.

Fig. 9. Placa de CCF para detectar terpenos. 1= extracto hexanico, 2= extracto butandlico, 3=

extracto etanol-agua, 4= extracto acuoso, 5= jugo de frutos liofilizado.
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Fig. 10. Placas de CCF para detectar alcaloides, Q= quinina, 1= extracto hexanico, 2=

extracto butandlico, 3= extracto etanol-agua, 4= extracto acuoso, 5= jugo de frutos liofilizado.

VII. Discusioén

El uso de la herbolaria para tratar la diabetes se ha observado en una importante parte
de poblacion de México (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005), por lo que es necesario
estudiar la actividad farmacolbgica de las plantas utilizadas de manera tradicional para
validar su uso, eficacia y dar seguridad a las comunidades que la utilizan (Andrade-
Cetto, 2009). Aunado a ello, esta aproximacion podria llevar al descubrimiento de
nuevas sustancias farmacolégicamente activas para el tratamiento de la diabetes, las
cuales podrian ser transformadas en medicamentos, basta con poner como ejemplo a la
metformina que proviene del uso tradicional de Galega officinalis (Brahmachari, 2011,
Sharapin, 2000).
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En este trabajo se evalu6 el efecto hipoglucemiante de Bromelia plumieri para el
tratamiento de la diabetes; para ello se utilizé el modelo inducido con NA-STZ que
permitié la obtencion de grupos diabéticos, lo que se puede observar al comparar los
niveles de glucosa sanguinea del grupo control diabético contra el control no diabético
en los cuatro tiempos de medicion, ya que las diferencias en los niveles de glucosa

sanguinea resultaron ser estadisticamente significativos (Cuadro 6).

Por otra parte se puede observar que este modelo tiene respuesta a la glibenclamida a
partir del tiempo 60 ya que al comparar este grupo, con su propio tiempo cero y contra el
grupo de control diabético, se puede observar una disminucion de los niveles de glucosa
sanguinea, el cual es estadisticamente significativo. Esta respuesta se mantiene hasta

el tiempo 180.

A pesar de que en este experimento la STZ fue inyectada intraperitonealmente y no de
manera intravenosa como en el modelo original de Masiello, et al. (1998), los resultados
concuerdan con este en cuanto a la obtencién de hiperglicemia moderada y respuesta

a las sulfonilureas, en este caso a la glibenclamida.

Para los grupos experimentales D y E, donde se les administré el extracto acuoso de B.
plumieri, los resultados indican que existe un efecto hipoglucemiante de este extracto en
las ratas NA- STZ al comparar estos grupos contra su propio tiempo cero y contra el
grupo control diabético. En el grupo en que se administré la dosis mayor, este efecto fue

estadisticamente significativo a partir del tiempo 60 y se mantuvo durante las tres horas
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que duré el experimento; en contraste, en el grupo donde se administré la dosis menor
este efecto fue significativo a partir del tiempo 180. Teniendo en cuenta que a dosis
mayor existe una rapida absorcion, los metabolitos presentes en este extracto, en esa
dosis, llegarian en menos tiempo a la circulacion sanguinea y se asociarian por lo tanto
de manera temprana a su efecto terapéutico, como se puede apreciar al comparar los
niveles de glucosa sanguinea de los grupos Dy E en el tiempo 60 y 120, donde existe

una diferencia significativa entre ellos.

Para los grupos experimentales F y G se observa un efecto hipoglucemiante para
ambas dosis, ya que se observa la disminucién de los niveles de glucosa sanguinea en
el tiempo 120 y 180 al compararlos con su propio tiempo cero como con el grupo
control diabético, no habiendo diferencia entre el inicio del efecto hipoglucemiante o al

comparar los niveles de glucosa sanguinea entre ambos grupos (Cuadro 5)

Para determinar qué metabolitos secundarios podrian estar involucrados en el efecto
hipoglucemiante se realizaron pruebas cualitativas de CCF para flavonoides, terpenos, y

alcaloides.

La prueba de Cromatografia en Capa Fina para flavonoides en los extractos acuoso y
etanol agua dio positivo, observandose seis franjas de flavonoides glicosilados y una
franja de flavonoides agliconas en el extracto acuoso e igualdad de franjas para
flavonoides glicosilados y agliconas en el extracto etanol-agua, observandose cuatro

franjas (Cuadro 6, Fig.8).
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En la CCF de flavonoides glicésidos para el extracto acuoso se observan franjas con
coloraciones amarillo-verdes que son indicativos de posibles flavonas y flavonoles
glicosilados de acuerdo a Wagner y Bladt (2001). Aunado a esto, al extracto acuoso y
etanol-agua se les realizO una prueba cualitativa de SHINODA, que identifica la
presencia de los distintos grupos de flavonoides ante el cambio de coloracion,
observandose una coloracion marrén para el extracto etanol-agua y amarillo claro para

el extracto acuoso que se relacionan igualmente con flavonas y flavonoles (ANEXO 2).

Con estos resultados se sugiere que el efecto hipoglucemiante del extracto acuoso y
etanol-agua se debe a estos grupos de flavonoides presentes en ambos extractos, ya
qgue de acuerdo con el trabajo de Torres- Piedra, y colaboradores en 2010, sugieren que
la estructura béasica de las flavonas, incluyendo 3-hydroxiflavonas (flavonoles), posee
actividad hipoglucemiante por si misma, esto después de probar seis flavonoides
relacionados estructuralmente en ratas con glicemia normal y ratas tratadas con NA
(110 mg/kg) y STZ (65 mg/kg) (Torres- Piedra, et al., 2010). Williams en 1978 propone
que el que no se hubieran detectado en su estudio este tipo de flavonoides en B.
plumieri pudo deberse a las condiciones de crecimiento de invernadero del cual se
tomaron las plantas, lo que provoc6 una baja produccién de los compuestos y por lo tanto

gue no se detectaran (Williams, 1978).

La presencia de un numero mayor de flavonoides glicosilados y agliconas en el extracto
butanolico (7 y 7 respectivamente), en comparacion con los extractos acuoso y etanol-
agua, pudiera deberse a que en estos extractos estarian en muy bajas concentraciones.

Por otro lado, en base a estos estudios preliminares de CCF para flavonoides en el jugo
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de frutos liofilizado, y al estar reportado su uso para el tratamiento de la diabetes (Flora
of Kaxil Kiuic, 2005), se sugiere evaluar el efecto hipoglucemiante de este jugo. Aunque
el resultado podria ser diferente por la diferencia en el tipo de flavonoides glicosilados
encontrados, en comparacion a los de los extractos de las hojas de B. plumieri; de ser
positivo, esta especie tendria un gran potencial para ser utilizado como alternativa

terapéutica o como coadyuvante en el tratamiento de la diabetes.

La presencia de flavonoides en esta especie tanto en hojas como en frutos, concuerda
con algunos estudios fitoquimicos de la familia Bromeliaceae, en donde se ha observado
gue los flavonoides son, ademas de los cicloartanos, compuestos caracteristicos de esta
familia (Manetti, et al., 2009), por ejemplo, en Bromelia pinguin L. se ha observado la
presencia de estos en las hojas, tallo y frutos, tanto en plantas con fructificacion o sin

estd, secas o frescas (Abreu y Miranda, 2000).

La deteccion de menos terpenos en los extractos acuoso y etanol-agua con respecto al
extracto hexanico pudiera deberse a que se encuentren en bajas concentraciones. Por
otro lado no podria descartarse que su presencia tuviera que ver sobre el efecto
hipoglucemiante observado para los extractos acuoso y etanol- agua ya que en diversos
estudios se ha observado que algunos terpenos poseen este efecto farmacoldgico
(Zhang, et al., 2011, Lamba, et al., 2000), sin embargo, es poco probable que asi sea por

ser los flavonoides los compuestos que difieren en los extractos probados.

Para el caso de los alcaloides, en todos los extractos tanto de hoja como de fruto, la

deteccidn fue negativa. Sin embargo, para conocer mas sobre la fitoquimica de la planta,
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habra que realizar una extraccion alcaldidica para asegurar la presencia o ausencia en

esta.

Cabe resaltar que deteccion de flavonoides glicésidos y agliconas, de terpenos, y la
ausencia de alcaloides en las hojas y frutos, son un aporte en la fitoquimica de B.

plumieri, ya que no habian sido reportados.

Para determinar el mecanismo de accion de estos extractos son necesarios mas
estudios, sin embargo, y de acuerdo con Brahmachari en 2011, donde se hace una
revision sobre flavonoides con efecto hipoglucemiante con énfasis en su mecanismo de
accion, las vias que podrian investigarse son: el actuar como estimulantes de la
secrecion de insulina por la activacion de la cascada de sefializacion cAMP/PKA;
estimular la disponibilidad de glucosa por parte de los tejidos periféricos; o  regulando la
actividad y/o expresion de la tasa limite de las enzimas involucradas en la via del
metabolismo de los carbohidratos incluyendo la inhibicion de las alfa glucosidasas

(Brahmachari, 2011, Fontana, et al, 2011; Yumar, et al., 2009)

Debido a esto es necesario realizar mas investigaciones, en primer lugar determinar si
los flavonoides son los responsables del efecto hipoglucemiante y si lo son, se debera
investigar cual es su mecanismo de accion. El conocer estos datos permitira un analisis
mas completo para validar la eficacia y seguridad de esta planta, asi mismo, estudios
posteriores podrian llevar a la produccion de un fitofarmaco que podria ser utilizado como

alternativa terapéutica o como coadyuvante en el tratamiento de la diabetes.
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VIIl. Conclusiones

De acuerdo con el trabajo se tiene que:

» La administracion aguda por via oral del extracto acuoso de Bromelia plumieri a
dosis 0.35 g/kg y dosis 0.035 g/kg tienen efecto hipoglucemiante en ratas tratadas con

NA-STZ. El tiempo de inicio del efecto guarda relacion con la dosis administrada.

» La administracion aguda por via oral del extracto etanol-agua Bromelia plumieri  a
dosis 0.3 g/kg y dosis 0.03 g/kg tienen efecto hipoglucemiante en ratas tratadas con

NA-STZ. El tiempo de inicio del efecto no guarda relacion con la dosis administrada.

» Se detectd por medio cromatografia la presencia de terpenos solo en los extractos
con hoja, la presencia de flavonoides en todos los extractos No se detectaron

alcaloides en ningun extracto.

» Se promueve determinar la estructura quimica de los compuestos que producen el

efecto hipoglucemiante asi como los mecanismos de accién por los que actdan los

extractos probados.
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ANEXO 1

Reveladores

Método estandarizado para las pruebas de CCF del Laboratorio de Etnofarmacologia.

e Natural Products.
Se disolvieron 0.5 g de acido difenilborico B-etilamino ester en 50 ml de metanol. Las

placas se asperjaron y se observaron en UV -365nm.

e Vainillina — &cido sulftrico.
Se disolvieron 0.5 g de vainillina en 50 ml de acido sulfurico. La placa se asperjo y se

calent6 en la estufa por 5 minutos.

e Drangendorff.
Para la solucion 1, se disolvieron 0.85 g de nitrato de bismuto basico en 40 ml de

agua y 10 ml de acido acético al 99%.

Para la solucion 2, se disolvieron 8 g de ioduro de potasio en 20 ml de agua.
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ANEXO 2

REACCION DE SHINODA

De esta reaccion resultan coloraciones caracteristicas segun el tipo de nucleo de los
flavonoides, se agregan de 2 a 3 virutas de magnesio y unas gotas acido clorhidrico

concentrado.

Cuadro 7- Coloracién con reaccién de SHINODA (Oscanoa, 2005)

FLAVONOIDE COLORACION

Chalconas Negativo

Auronas Negativo

Isoflavononas Negativo

Isoflavonas Amarillo rojizo

Flavanonas Azul magenta, violeta, rojo
Flavanonoles Rojo a magenta

Flavonas y flavonoles Amarillo a rojo




Fe de erratas

Portada dice: “Estudio del efecto hipoglucemiante de Bromelia plumieri (E. Morr.) L.B.
Smi. en ratas tratadas con NA-STZ”, siendo que debiera decir “Estudio del efecto
hipoglucemiante de Bromelia plumieri (E. Morren) L.B. Sm. en ratas tratadas con NA-

STZ”.
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