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1. Resumen

El presente trabajo tiene como objetivo desarrollar el estudio fitoquimico del Croton reflexifolius
desde el punto de vista hipoglucémico, debido a que dentro de la medicina tradicional mexicana
es empleado en el tratamiento de la diabetes o hiperglucemia.

Como parte de la metodologia se emplearon tres disolventes de distintas polaridades: hexano,
diclorometano y metanol para extraer en tres grupos los compuestos presentes en el C
reflexifolius, posteriormente se evalud el efecto hipoglucémico de cada extracto suspendido en
solucidon salina y Tween 80, empleando ratas Wistar como modelo animal mediante
administracién oral utilizando como farmaco control glibenclamida (control positivo) y como
blanco solucién salina con Tween 80 (control negativo), una vez identificado el extracto de mayor
actividad hipoglucémica se procedié a separar en seis fracciones los compuestos presentes en
dicho extracto mediante cromatografia en columna, para ser evaluados nuevamente en el modelo
animal de ratas Wistar y determinar la fraccién que presenta los compuestos de mayor actividad
terapéutica, y asi obtener el compuesto de mayor proporcion del que fue nuevamente evaluado
su efecto hipoglucémico. Posteriormente el extracto madre de CHCl,, la fraccidn activa F2 y el
compuesto purificado fueron evaluados en ratas Wistar con diabetes inducida mediante
clorhidrado de aloxan.

Finalmente se procedid a comparar las sefiales obtenidas mediante resonancia magnética nuclear
de hidrégeno del compuesto purificado con las sefiales reportadas para el acido polidltico
presente en el C. reflexifolius; obtenido concordancia entre dichas sefales por lo que se presume
que el 4cido polidltico es en parte responsable de la actividad hipoglucémica del C. reflexifolius.

10
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2. Introduccidén

La diabetes esta presente en todos los paises del mundo, desde los mas desarrollados hasta los
menos desarrollados en “diferentes proporciones, siendo mds prevalente en aquellos paises con
programas menos eficientes de prevencidn y control, por lo que el nimero de personas que
padecen esta enfermedad continua en aumento. La diabetes tipo 2 representa alrededor del 85 al
95% del total de casos de diabetes en paises de ingresos altos y podria ser responsable de un
porcentaje alin mayor en paises de ingresos medios y bajos. La diabetes tipo 2 es hoy un problema
sanitario mundial frecuente y grave, el cual, en la mayoria de los paises, se ha desarrollado en
paralelo a los rapidos cambios culturales y sociales, el envejecimiento de la poblacién, el aumento
de la urbanizacién, los cambios de dieta, la reduccién de la actividad fisica y otros
comportamientos poco saludables. La diabetes tipo 1, aunque es menos frecuente que la diabetes
tipo 2, aumenta cada ano, tanto en los paises ricos como en los pobres. En la mayoria de los paises
de ingresos altos, la mayor parte de las personas con diabetes de los grupos de edad mas jévenes
tiene diabetes tipo 1. Lo anterior destaca la importancia de realizar estudios que complementen o
mejoren los tratamientos actualmente utilizados para el tratamiento de la diabetes, este trabajo
presenta el estudio fitoquimico del Croton reflexifolius también conocido como “Huilocuahuit!” de
una planta originaria de la Huasteca hidalguense, empleada en infusiones (aguas de uso) para
tratar problemas de hiperglicemia debido a sus propiedades hipoglucémicas.

Se empled la polaridad de disolventes como hexano, diclorometano y metanol para extraer en
grupos las moléculas presentes en el Croton reflexifolius, que posteriormente fueron evaluadas en
un modelo animal conformado por ratas Wistar sanas (normoglicémicas) a las que se les midi6 la
glucosa en sangre con por medio de glucémetro comercial One Touch Ultra y ratas Wistar
inducidas a la diabetes por medio de clorhidrato de aloxan a partir de una inyeccidn
intraperitoneal, que de igual forma fueron monitoreadas por medio de un glucémetro comercial
One Touch Ultra; con el fin de obtener una de las moléculas que posiblemente son responsables
del efecto terapéutico que de acuerdo con la medicina tradicional posé esta planta. Destacando
gue se sabe muy poco sobre esta planta, de manera que se podrian sentar las bases de futuras
investigaciones sobre el Croton reflexifolius.

11
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3. Marco Tedrico

3.1 La Diabetes en el Mundo

Dentro de las enfermedades que mas afligen a la poblacidén se encuentra la diabetes; la diabetes es una
enfermedad crdnica que afecta a un gran nimero de personas directa o indirectamente, de acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) hay mas de 347 millones de personas con esta enfermedad
alrededor del mundo, en el afio 2004 fallecieron 3.4 millones de personas como consecuencia del exceso de
azucar en la sangre; de las cuales mas del 80% pertenecian a paises de ingresos bajos y medios; y casi la
mitad de estas muertes corresponden a personas de menos de 70 afios, de las cuales el 55% son mujeres.
Asi mismo la Federacion Internacional de Diabetes (FID) estima que las muertes por diabetes se duplicaran
para la década del afio 2030 (figura 1 y tabla 1). La OMS define la diabetes como una enfermedad crdénica
que aparece cuando el pancreas no produce insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente
la insulina que produce; ya que la insulina es la hormona que regula el azlcar en la sangre es muy
importante para nuestro organismo. El efecto no controlado de esta enfermedad es conocido como
hiperglucemia es decir el aumento del azlicar en la sangre, que con el tiempo dafia gravemente muchos
drganos y sistemas, especialmente los nervios y los vasos sanguineos. 23
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Figura 1. Mapa de Regiones de la Federacién Internacional de Diabetes y proyecciones mundiales del nimero de personas con diabetes
(20-79 afios) 2013 y 2035
Fuente: Federation International Diabetes. FID. http://www.fmdiabetes.org/fmd/des/SP_6E_Atlas_Full.pdf
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Tabla 1. Proyecciones mundiales del niimero de personas con diabetes (20-79 afios) 2013 y 2035

Region de la FID Afo 2013 Ao 2035 Aumento
Millones Millones %
P Africa 19.8 41.4 109
- Oriente medio y Norte américa 34.6 67.9 96
B sudeste asiatico 72.1 123 71
América central y del Sur 24.1 38.5 60
Pacifico Occidental 138.2 201.8 46
América del Norte y Caribe 36.7 50.4 37
Europa 56.3 68.9 22
Mundo 381.8 591.9 55

Fuente: Federation International Diabetes. FID. http://www.fmdiabetes.org/fmd/des/SP_6E_Atlas_Full.pdf

Vinculado a la diabetes aumenta el riesgo de numerosas enfermedades, como cardiopatia y accidente
vascular cerebral, un 50% de los pacientes con diabetes mueren de enfermedad cardiovascular, otras
enfermedades son la neuropatia y retinopatia diabética. La neuropatia de los pies combinada con la
reduccién del flujo sanguineo incrementa el riesgo de Ulceras de los pies y, en Ultima instancia amputacion;
mientras que la retinopatia diabética es una de las principales causas de ceguera. Al cabo de 15 afios con
diabetes, aproximadamente un 2% de los pacientes pierden por completo la vista y un 10% sufren un
deterioro grave de la vision. Igualmente la diabetes se encuentra entre las principales causas de insuficiencia
renal, del 10 al 20% de los pacientes con diabetes mueren por esta causa. En resumen los pacientes con
diabetes presentan un riesgo de muerte de al menos dos veces mayor que en las personas sin esta
enfermedad. Aunado al impacto en la salud de quienes la padecen, también es necesario considerar el
impacto en la economia de los pacientes y sistemas de salud debido a los gastos que conlleva su cuidado y
manejo, se calcula que entre 4 y 5% de los presupuestos de salud se invierten en las enfermedades
relacionadas con la diabetes, mientras que los gastos médicos de una persona con diabetes son dos a cinco
veces mas altos que los de una persona normoglucemica. 3

3.11 Clasificacion de la diabetes
La diabetes se clasifica en tres tipos, Diabetes Mellitus Tipo I, Diabetes Mellitus Tipo Il y Diabetes
Gestacional. 3

o Diabetes Mellitus de tipo 1
La diabetes de tipo 1 (también llamada insulinodependiente, juvenil o de inicio en la infancia). Se

caracteriza por una produccién deficiente de insulina y requiere la administracion diaria de esta
hormona.

o Diabetes de Mellitus tipo 2
La diabetes de tipo 2 (también llamada no insulinodependiente o de inicio en la edad adulta). Se

debe a una utilizacién ineficaz de la insulina. Este tipo representa el 90% de los casos mundiales y
se debe en gran medida a un peso corporal excesivo y a la inactividad fisica.

o Diabetes gestacional
La diabetes gestacional es un estado hiperglucémico que aparece o se detecta por vez primera

durante el embarazo.
Sus sintomas son similares a los de la diabetes de tipo 2, pero suele diagnosticarse mediante
pruebas prenatales, mas que porque el paciente refiera sintomas.

13
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3.2 Diabetes en México

El papel de México es importante dentro del esquema mundial de la diabetes, debido a que se encuentra en
el sexto lugar en prevalencia de diabetes en el mundo con 8.7 millones de personas (grafica 1) después de
China, India, Estados Unidos de América, Brasil y la Federacidén Rusia. ®

Grafica 1. Primeros 10 paises/territorios en nimero de personas con diabetes
[20-79 afios]
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Grafica 1. Primeros 10 paises/territorios en nimero de personas con diabetes [20-79 afios]
Fuente: Federation International Diabetes. FID. http://fmdiabetes.org.mx/atlas-de-la-diabetes-de-la-idf-actualizacion-
2014/

En México la diabetes es una de las principales enfermedades responsables del incremento en el nimero de
defunciones de la poblacion (tabla 2). En el afio 2012 la diabetes fue responsable de 85,055 decesos,
representando el 14.12 % del total de defunciones nacionales (5), vinculandose de esta forma con diversos
costos para la poblacién con diabetes de naturaleza financiera y no financiera. Los costos directos y de
caracter financiero se consideran hacia el paciente, si el individuo o su familia tienen que pagar el cuidado
médico, los medicamentos y otros accesorios, ya que lo debe pagar de su propio bolsillo. Los costos que son
considerados directos para los sistemas de salud abarcan desde las consultas de primer nivel y la visita de
pacientes a los hospitales (bajo costo) hasta las largas estadias de los pacientes en los hospitales para el
tratamiento de complicaciones (costo elevado). Siendo las acciones tempranas que se toman en el
desarrollo de la enfermedad las mas benéficas en términos de calidad de vida y mas efectiva en cuanto a
costo, en especial si esta accién puede prevenir hospitalizaciones. ®

De igual forma, como sociedad pagamos los costos de la diabetes ya que mientras algunas personas con
diabetes pueden disfrutar de vidas productivas tanto en empleos remunerados como en el hogar, existe su
contraparte, personas que a causa de discapacidad, ausencia por enfermedad, retiro prematuro o muerte
prematura representan una baja productividad para la economia de la sociedad siendo un costo indirecto de

la diabetes. !

14
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Tabla 2. Principales Causas de Defuncion en México en el afio 2012

Principales causas Defunciones %
Total 602354 100
Enfermedades del corazén @ 109309 18.15
Enfermedades isquémicas del corazén 74057 12.29
Diabetes mellitus 85055 14.12
Tumores malignos 73240 12.16
Accidentes 37727 6.26
De tréfico de vehiculos de motor 17098 2.84
Enfermedades del higado 33310 5.53
Enfermedad alcohdlica del higado 12540 2.08
Enfermedades cerebrovasculares 31905 5.30
Agresiones 25967 431
Enfermedades pulmonares obstructivas cronicas 18532 3.08
Influenza y neumonia 15734 2.61
Ciertas afecciones originadas en el periodo perinatal 14391 2.39
Dificultad respiratoria del recién nacido y otros trastornos 6372 1.06
respiratorios originados en el periodo perinatal
Insuficiencia renal 11955 1.98
:/rlglr;cg‘srg:ii:anses congénitas, deformidades y anomalias 9414 1.56
Desnutricion y otras deficiencias nutricionales 7730 1.28
Lesiones autoinfligidas intencionalmente 5549 0.92
Bronquitis cronica y la no especificada, enfisema y asma 5172 0.86
Enfermedad por virus de la inmunodeficiencia humana 4974 0.83
Septicemia 4516 0.75
Anemias 3647 0.61
Enfermedades infecciosas intestinales 3347 0.56
Ulceras gastrica y duodenal 2496 0.41
Sintomas, signos y hallazgos anormales clinicos y de 10656 1.77
laboratorio, no clasificados en otra parte
Las demas causas 87728 14.56

Fuente: INEGI. http://www3.inegi.org.mx/sistemas/sisept/Default.aspx?t=mdemo107&s=est&c=23587

3.3 Costo del tratamiento para Diabetes mellitus

La diabetes mellitus es considerada como un trastorno crénico complejo que conlleva la disminucién de la
esperanza de vida asi como de la calidad de la misma, debido a su asociacidén con multiples complicaciones
microvasculares (retinopatia, nefropatia y neuropatia) y macrovasculares (infarto agudo de miocardio y
enfermedades cerebrovascular y vascular periférica); de aqui la importancia de un tratamiento
farmacoldgico accesible para la poblacién que promueva su calidad de vida. Hasta el afio 2010 el IMSS
invertia USS 452 064 988 en el tratamiento de pacientes con diabetes mellitus 2; promedidandose un costo
por paciente de USS 3 193.75; del cual un porcentaje era referido a los hipoglucemiantes orales que en el
periodo de 1999 a 2003 aumentaron un 141.13% su consumo, siendo las combinaciones de
sulfonilureas/biguanidas los mas vendidos en el mercado mexicano de la cual la glibenclamida/metformina

15
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es la que tiene una mayor participacion en ventas, debido a que la forma farmacéutica contiene principios
activos que acttan por dos mecanismo de accidn distintos, representando una alternativa favorable para un
importante numero de pacientes de diabetes mellitus. Se ha estimado que para 2025 en México habra cerca
de 11.7 millones de diabéticos, cifra que continuaria en aumento debido al envejecimiento, la urbanizaciény
la alta prevalencia de obesidad e inactividad fisica que caracterizan a la poblacidn. En consecuencia, se
proyecta que para 2030 habra un incremento desmedido en los costos de atencion médica, estimados en
USS 14 695 229 000 y equivalentes a 15.0% del gasto total en salud, lo que ciertamente tendra un impacto
econdmico negativo en todo el sistema de salud nacional. 78

3.4 Ingreso Hospitalario

Hasta el afio 2007 (Grafica 2) el Sistema de Vigilancia Epidemioldgica Hospitalaria de la Diabetes Mellitus
(SVEHDM) registro un total de 11,068 casos con edad al diagndstico igual o mayor a 20 afios (44% pacientes
masculinos y 56% pacientes femeninos) con un promedio de edad al ingreso a hospitalizacién de 58 afios y al
diagnéstico de 48 afos; de manera que el grupo etario mas afectado es el de tercera edad, sin embargo esto
no absuelve a los nifios y jovenes que por inadecuadas costumbres alimenticias y falta de ejercicio fisico
estdn aumentando el nimero de casos de Diabetes mellitus tipo I.°

Grafica 2. Principales causas de Ingreso hospitalario en pacientes diabéticos,
México 2007
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Grafica 2. Principales causas de ingreso hospitalario en pacientes diabéticos, México 2007
Fuente: CENAPRECE. http://www.dgepi.salud.gob.mx/boldiabetes/Boletin-cierre07.pdf

En este mismo afio de las causas de ingreso relacionado con la diabetes, las mas frecuentes fueron la
caroacidosis (10.4%), seguida del estado hiperosmolar (10.1%), necrobiosis (9.7%) y la insuficiencia renal
(9.5%). °

3.4.1 Morbilidad

En tanto que durante 2010, la morbilidad hospitalaria por diabetes Tipo | es mayor en la poblaciéon joven,
invirtiéndose este comportamiento a partir de los 25 afos, en donde el egreso se debe en su mayoria a la
diabetes Tipo Il (Tabla 3). Mientras la tasa de morbilidad hospitalaria mas alta por diabetes
insulinodependiente (Tipo I) se concentra en la poblacién de 70 a 79 afios (17 personas por cada 100 mil de
ese grupo de edad), para la diabetes no insulinodependiente (Tipo Il) se presenta en la poblacién de 75 a 79
afios, afectando a 701 personas por cada 100 mil del mismo grupo de edad. ¥°
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Tabla 3. Tasa de mortalidad observada de diabetes mellitus por grupo quinquenal de edad segun tipo 2010. Por
cada 100 mil habitantes

. Diabetes mellitus insulinodependiente Diabetes mellitus no insulinodependiente
Grupo quinquenal de edad i i
(Tipo 1) (Tipo 1)
0ad 1.05 0.77
5a9 3.37 075
10a14 8.91 2.25
15a19 7.17 4.87
20a24 5.16 8.16
25a29 5.60 13.31
30a34 495 23.98
35a39 3.80 39.60
40a44 3.31 75.12
452a 49 4.64 141.62
50a54 6.12 234.66
55 a 59 8.55 347.80
60 a 64 10.88 468.00
65 a 69 12.60 563.25
70a74 17.13 620.46
75a79 16.78 701.49
80 y mas 13.71 594.05

Fuente: SSA. Base de egresados hospitalarios 2010, e INEGI. Censo de Poblacion y Vivienda 2010. Cubos dinamicos. Proceso INEGI

En 2010 del total de egresos hospitalarios debidos a diabetes, se identificaron como las principales
complicaciones las circulatorias periféricas (24%) y las renales (19.6%); considerando que algunos pacientes
con complicaciones renales terminardan con hemodialisis y la necesidad de un trasplante, y que algunos
protocolos de trasplantes limitan su donacidon a pacientes que no han demostrado adherencia al

tratamiento, como se muestra en la grafica 3.3

Grafica 3. Principales causas de egresos hospitalarios en pacientes con
complicaciones de diabetes mellitus durante 2010
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Grafica 3. Principales causas de egresos hospitalarios en pacientes con complicaciones de diabetes mellitus durante 2010.
Fuente: SSA. Base de egresados hospitalarios 2010
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A pesar de que no se trata de una enfermedad de trasmision, la Diabetes mellitus tipo Il ha prevalecido en
los primeros lugares de las principales enfermedades no trasmisibles; y de igual manera su homdloga la
diabetes tipo I, ésta subiendo en esta lista emitida anualmente por el Sistema Nacional de Vigilancia

Epidemiolégica (tabla 4). 3

Tabla 4. Principales causas de enfermedades no transmisibles por afio

Posicion
1

2

10

11

12

13

14
15

16

17

18

19

20

2009*
Ulceras gastritis y Duodenitis

Hipertension Arterial
Gingivitis y Enfermedades Periodontales
Diabetes Mellitus No Insulino
Dependiente (Tipo Il)

Asma y estado asmatico

Intoxicacion por Picadura de Alacran

Desnutricion Leve
Quemaduras
Mordeduras de Perro
Accidentes de Transporte en Vehiculo
con Motor

Enfermedades Isquémicas del Corazon

Intoxicacion por Ponzoia de Animales

Intoxicacidn Aguda por Alcohol

Displasia Cervical Leve y Moderada
Enfermedades Cerebro Vasculares
Violencia Intrafamiliar

Peatdn Lesionado en Accidente de
Transporte

Desnutricion moderada

Diabetes Mellitus Insulinodependiente
(Tipo 1)

Enfermedad Alcohdlica del Higado

2010**

Ulceras gastritis y Duodenitis
Gingivitis y Enfermedades
Periodontales
Hipertension Arterial
Diabetes Mellitus No Insulino
Dependiente (Tipo Il)
Asma y estado asmatico
Intoxicacion por Picadura de
Alacran
Quemaduras
Desnutricion Leve
Mordeduras de Perro
Accidentes de Transporte en
Vehiculo con Motor
Enfermedades Isquémicas del
Corazén
Intoxicacion por Ponzofia de
Animales

Violencia Intrafamiliar

Displasia Cervical Leve y
Moderada
Intoxicacion Aguda por Alcohol
Enfermedades Cerebro
Vasculares
Peatdn Lesionado en Accidente
de Transporte

Desnutricion moderada

Diabetes Mellitus
Insulinodependiente (Tipo 1)
Enfermedad Alcohdlica del
Higado

2011 %**

Ulceras gastritis y Duodenitis
Gingivitis y Enfermedades
Periodontales
Hipertension Arterial
Diabetes Mellitus No Insulino
Dependiente (Tipo I1)
Asma y estado asmatico
Intoxicacion por Picadura de
Alacran
Quemaduras
Desnutricion Leve
Mordeduras de Perro
Accidentes de Transporte en
Vehiculo con Motor
Enfermedades Isquémicas del
Corazoén

Violencia Intrafamiliar

Intoxicacidn por Ponzofia de
Animales
Displasia Cervical Leve y
Moderada
Intoxicaciéon Aguda por Alcohol

Enfermedades Cerebro Vasculares

Peatdn Lesionado en Accidente
de Transporte
Diabetes Mellitus
Insulinodependiente (Tipo I)

Desnutricion moderada

Enfermedad Alcohdlica del Higado

Fuente: CENAPRECE Publicaciones. Informacion Epidemioldgica de Morbilidad Anuario 2009, 2010 y 2011-Versidn Ejecutiva.

Al cierre de la informacion del 2011 se registraron en México un total de 427 125 casos nuevos de Diabetes
mellitus no insulinodependiente (Tipo Il). Siendo prevalente en mujeres con una proporcién de 1.4 por cada
hombre; los grupos etarios con mayor incidencia fueron los de 60 a 64 (1 788.76), 50 a 59 (1 327.99),y 65y
mas (1 320.98). Las entidades federativas con mayor nimero de casos fueron México (13.6 %), Jalisco (7.9
%) y Distrito Federal (7.2 %), las que menos cifras presentaron fueron Colima (0.42 %), Baja California Sur
(0.42 %) y Campeche (0.55 %). 13
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3.4.2 Mortalidad

De acuerdo con el INEGI, en el 2010 la tasa de mortalidad observada mas alta por diabetes se presentaba en
el Distrito Federal (104 casos por cada 100 mil habitantes) seguido de Veracruz (88 casos) y Morelos (87
casos), mientras que las tasas mas bajas se registran en Quintana Roo (42 casos por cada 100 mil), Baja
California Sur (43 casos) y Chiapas (48 casos). Al analizar la mortalidad a causa de la diabetes por grupos de
edad (Tabla 5), se observa que conforme avanza la edad la tasa de mortalidad por diabetes se incrementa;
entre la poblacién de 80 afios y mds, 9 de cada 100 mil personas de ese grupo de edad muere por diabetes
Tipo 1, en tanto que por la de Tipo Il, 667 personas; entre la poblacion de 75 a 79 afios, fallecen por la
insulinodependiente 7 de cada 100 mil personas de ese mismo grupo de edad y 526 por la diabetes Tipo Il. ©

Tabla 5. Tasa de mortalidad observada de diabetes mellitus por grupo quinquenal de edad segun tipo
2010, por cada 100 mil habitantes

Grupo quinquenal de Diabetes mellitus insulinodependiente Diabetes mellitus no insulinodependiente
edad (Tipo 1) (Tipo 11)
Total 1.18 44.65
l1a4 0.01 0.01
5a9 0.04 0.02

10a 14 0.15 0.02
15a19 0.34 0.08
20a24 0.89 0.28
25a29 1.46 0.75
30a34 1.35 2.37
35a39 1.25 5.49
40a44 1.07 16.18
45a49 1.21 36.18
50a54 1.42 71.74
55a59 2.82 132.98
60 a 64 2.50 210.72
65 a 69 4.06 302.30
70a74 5.82 379.90
75a79 7.15 526.46
80 y mas 9.05 667.14

Fuente: INEGI. Estadisticas de mortalidad 2010; censo de poblaciéon y vivienda 2010. Cubos dinamicos. Proceso INEGI

3.5 Diagndstico de la Diabetes Mellitus

Se puede diagnosticar por tres vias diferentes.

Glucosa plasmatica en ayunas. Si la glucemia plasmatica en ayunas es = 126 mg/dl (7mmol/L)
Sintomatologia como poliuria, polidipsia, polifagia, astenia y/o pérdida de peso) y una glucemia
plasmatica en cualquier momento del dia y sin relacidon con ayuno o ingesta previa = 200 mg/dL
(11.2mmol/L)

3. Glucemia plasmatica a las 2 horas del TSOG (Test de Tolerancia Oral a Glucosa) con 75 g de glucosa
> 200 mg/dL. Este diagnédstico debe ser confirmado. 14
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3.6 El papel de la insulina y los hipoglucemiantes.

3.6.1 Biosintesis de la insulina

Es sabido que la insulina es la hormona encargada del equilibrio de la glucosa en sangre, esta hormona se
produce en las células beta de los islotes de Langerhans del pancreas. Y como es usual en las proteinas de
secrecién, el precursor de la hormona (la preproinsulina) lleva un péptido sefial que dirige la cadena
polipeptidica hacia el interior del reticulo endoplasmico, aqui se produce la proinsulina que llega al aparato
de Golgi y es empacada en vesiculas (conocidas como granulos beta) en las que tras el rompimiento del
péptido se almacena en forma de hexdmeros que contienen zinc hasta su liberacion.

3.6.2 Efectos de la deficiencia de Insulina

Durante el aumento de la concentracion sanguinea de glucosa de 90 mg/dL a 160 mg/dL y alin mas
(hiperglucemia, o sea nivel aumentado de glucosa sanguinea) se alteran el musculo y en el tejido adiposo, y
el higado los consumidores mas importantes de glucosa, Al mismo tiempo se observan una estimulacion de
la gluconeogénesis, entre otras cosas por el aumento de las protedlisis en el musculo, con lo cual aumenta
aun mas el nivel de la glucosa en sangre. Si se sobrepasa la capacidad del rifidn para reabsorber la glucosa el
paciente diabético eliminara glucosa en la orina (glucosuria). Es entonces cuando el aumento de la
degradacion de las grasas por la deficiencia de insulina tiene consecuencias graves. Los acidos grasos
obtenidos en gran cantidad se emplean parcialmente en el higado para la sintesis de las lipoproteinas
(hiperlipidemia) y el resto se degrada hasta acetil-CoA. El ciclo del acido citrico no puede captar cantidades
tan grandes de acetil-CoA, y dado que a partir de ella se producen cuerpos cetdnicos (acido acetoacético y
acido 3-hidroxibutirico), a pH fisiolégico los cuerpos cetdnicos liberan protones y por esto los diabéticos
tratados en forma insuficiente pueden desarrollar estados graves de acidosis metabdlica (coma diabético).
El aumento sostenido de la glucemia conduce a largo plazo a alteraciones de los vasos sanguineos
(angiopatia diabética), dafios renales (nefropatia) y del sistema nervioso, asi como también lesiones
oculares, por ejemplo la opacificacion del cristalino (cataratas), aumento en la presion del ojo (glaucoma), y
la cicatrizacion que provoca el desprendimiento de retina que son los problemas derivados de la retinopatia
diabética (dafio a los vasos sanguineos de la retina). El tratamiento estandar incluye el control metabdlico
estricto de la hiperglucemia, el control de la presidn arterial y la normalizacién de los lipidos séricos, estos
tratamientos retrasan la aparicién de la retinopatia diabética, asi mismo, se emplean tratamientos con
farmacos y sistemas de administracién, como inyecciones esteroidales peribulbares, inyecciones

esteroidales intravitreales, inyeccion de implantes de liberacidn sostenida intravitreales. > 18

3.6.3 Tratamiento no farmacoldgico de la Diabetes

Dentro del tratamiento para controlar la diabetes la dieta y el ejercicio juegan un papel muy importante ya
que pueden retardar e incluso prevenir algunas de las complicaciones asociadas a la diabetes. Por ejemplo
con el ejercicio fisico se incrementa la actividad fisica basal por contraccidn musculo-esquelética,
provocando un gasto energético superior al gasto energético en reposo, asi disminuyendo el sobrepeso se
disminuye la posibilidad de desarrollar diabetes tipo Il. Antes de iniciar un programa de actividad fisica se
debe considerar la edad vy situacién actual de la enfermedad, se recomienda 150 minutos semanales de
ejercicio aerdbico de moderada intensidad distribuidos en al menos 3 dias a la semana, sin mas de dos dias
seguidos sin realizar actividad fisica. 4’

20



Ror mi raa hablard él espiritu

El tratamiento médico nutricional (TMN) es el término usado por la Asociacion Americana de Diabetes (ADA

por sus siglas en ingles) para describir la mejor relacién y coordinacién entre la ingesta caldrica y el resto de

los aspectos terapéuticos de la diabetes. Los objetivos del TMN son:

@ Alcanzar y mantener los niveles de glucosa, lipidos y presion arterial en niveles recomendados o en

rango mas cercano posible y sin efectos adversos.

*  Prevenir o retrasar el desarrollo de complicaciones crénicas.

* |ntentar satisfacer las necesidades individuales y evitar las dietas rigidas de castigo, dietas

“magicas” y dietas sin evidencia cientifica.

@ Coordinar la ingesta caldrica temporal en relaciéon con la insulinoterapia.

*  Encaminar la reduccidn de peso, e individualizar las necesidades especiales de jévenes con diabetes

tipo | o tipo Il, embarazo, lactancia y diabéticos de mayor edad.

En los casos en los que el ejercicio y el tratamiento nutricional se ven superados por la diabetes, entonces

debe recurrirse a los tratamientos farmacoldgicos para controlar los niveles de glucosa en sangre. 4’

3.6.4 Tratamiento Farmacoldgico de la Diabetes: Firmacos Hipoglucemiantes

Los hipoglucemiantes orales son una serie de compuestos antidiabéticos con estructuras quimicas vy

mecanismos de accién diferentes, como su nombre lo indican son administrados por via oral, teniendo

efecto sobre la reduccién de la glucemia y de los niveles de hemoglobina glucosilada entre estos farmacos

encontramos los siguientes:

Farmaco
Sulfonilureas
Cl

2 0
NH/(CHEEOSDE\NHJJ\NH/O

OCH,

Andlogos de las Meglitinidas
CH, 0

HaC 0 OH
NH 0/\0»—13
N
Repaglinida
(Meglitinida)
Biguanidas
NH MNH
H,C )L )’J\
Sy N N N NH,
| H H
CHa

Descripcion

Las sulfonilureas ejercen su efecto estimulante sobre la secrecion
de insulina mediante la unién a un receptor de la membrana,
denominado receptor de sulfonilureas (SUR), bloqueando los
canales de Karp en las células B y estimulando los efectos que la
glucosa induce sobre la secrecién de insulina. 1°

La repaglinida y la nateglinida son farmacos analogos de la
meglitinidas; la repaglinida es un derivado de la porciéon no
sulfonilurea de la glibenclamida, actua cerrando los canales de
Katep.

La nateglinida estimula la secreciéon de insulina mediante el
bloqueo de los canales Karp en las células b pancreaticas,
uniéndose a la unidad SUR1, estimula la liberacion de insulina de
manera mas rapida, pero menos sostenida que otros
antidiabéticos. 1°

La metformina disminuye los niveles de glucosa en plasma por
acciones extrapancredticas ya que no actua directamente sobre la
célula B, sino que reduce la gluconeogénesis hepatica y, en menor
grado, la glucogendlisis, potencia los efectos de la insulina en los
tejidos periféricos (adiposo y muscular) y disminuye la absorcién
intestinal de glucosa. Sensibiliza los tejidos a la accion de la
insulina, reduciendo la resistencia a ella en los pacientes
diabéticos. ¥°
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3.6.5 Efecto antihiperglucémico
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La acarbosa y el miglitol son los preparados comerciales, que al
inhibir las a-glucosidasas del borde de la pared intestinal retrasan
la digestion de los hidratos de carbono complejos y disacaridos a
monosacaridos facilmente absorbibles de esta manera al retrasar
la digestion de los hidratos de carbono permiten que el material
no digerido pase al intestino grueso; como la entrada de
glucogeno en la circulacidn sistémica esta en latencia, la célula B
se encuentra en mejores condiciones de responder liberando
insulina frente a una concentracién de glucosa menos elevada. °

Actualmente solo se emplean la rosiglitazona y la pioglitazona, son
agonistas del PPARy, estos farmacos difunden libremente en las
células para unirse al receptor, preferentemente en los adipocitos,
pero también en el musculo e higado.

Estan indicadas para diabetes tipo Il cuando no se logra un control
glucémico adecuado a pesar de seguir un programa de dieta y
ejercicio. 1°

El efecto antihiperglucémico es otro de los efectos que presentan algunos farmacos, consiste en evitar el
alto nivel de azlcar en la sangre que se presenta cuando el cuerpo produce muy poca insulina o cuando no
es capaz de usar dicha insulina de la manera apropiada. El estado hiperglucemico se caracteriza por
sintomas como visidn borrosa, piel seca, necesidad de consumir liquidos, abatimiento corporal y necesidad

de orinar entre otros efectos dependiendo de los niveles de glucosa en sangre. 2023

Los farmacos antihiperglucemicos actuan por los siguientes mecanismos:

Inhibidores de la aldosa-reductasa
Catalizadores del shunt de las pentosas
Inhibidores de la glicacion

U

Agentes especificos de actuacion a nivel renal.

Diversos estudios han demostrado que diferentes plantas presentan este efecto gracias a sus metabolitos;
como es el caso de los extractos acuosos de “sacna-ché” o “palo de arco” (Colubrina elliptica), de los
extractos acuosos de “sulfatillo” (Witeringia solanecea), de los extractos de acetato de etilo de Hypericum
perforatum, el extracto etanolico de Moringa stenopetala entre otros. Dentro de los métodos para evaluar
el efecto hipoglucemico, se emplean glibenclamida (gliburida) y/o tolbutamida (hipoglucemiantes)
posteriormente a la administracion de glucosa, monitoreando en sangre la cantidad de glucosa presente y
comparandola con los niveles de un grupo paralelo al que se aplicé la decoccidn de la planta. 20-23

3.6.6 Efecto antidiabético
El efecto antidiabético corresponde al que presentan los farmacos que evitan el aumento del nivel de aztcar

en la sangre que se presenta cuando los organismos presentan diabetes tipo I, pues son organismos que
necesitan la administracion de insulina para mantener estables los niveles de glucosa en sangre. Entre los
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estudios realizados para la evaluacién del efecto antidiabético también se encuentran la evaluacidn de
algunos productos naturales como son Ligistrum lucidum una planta tradicional china conocida como “Nv
zhen zi” que como muchas otras es evaluada en modelos animales los cuales han sido sometidos a
tratamiento por inyeccion intraperitoneal con clorhidrato de aloxan, un farmaco que produce dafio en las
células B de los islotes de Langerhans, obteniendo la perdida en la produccién de insulina. De esta manera
se estudian las sustancias que presenten efecto antidiabético frente al efecto real provocado por la diabetes
tipo I. A la par de L. lucidum, otros productos de origen natural son evaluado como el aceite de Junglans
regia planta originaria de africa, Cinnamomum verum presente en diversas areas de Asia (India, China, Korea
y Rusia), y en México Equisetum myriochaetum, Cecropia obtusifolia, Croton reflexifolius entre otras son

plantas endémicas de la regidn que asisten a la poblacién en general en el tratamiento de la diabetes. 2427

39.
3.7 La medicina tradicional: Plantas medicinales y sus extractos

La Organizacion Mundial de la Salud describe la medicina tradicional como el conjunto de conocimientos,
aptitudes y practicas basados en teorias, creencias y experiencias indigenas de las diferentes culturas, sean o
no explicables, usados para el mantenimiento de la salud, asi como para la prevencidn, el diagnédstico, la
mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas 0 mentales. Las plantas medicinales son especies vegetales
que tienen propiedades medicinales curativas o preventivas. Pueden ser plantas nativas o exdticas,
obtenidas en forma silvestre mediante su recoleccidn o su cultivo y representan el tratamiento mas comun
en la medicina tradicional y la medicina complementaria en todo el mundo. De aqui nace el concepto de
medicamentos herbolario o herbario que abarca hierbas, material herbario, preparaciones herbarias y
productos herbarios acabados y que contienen como principios activos partes de plantas, u otros materiales
vegetales, o combinaciones de esos elementos. 3031

Los materiales herbarios comprenden, ademas de hierbas, jugos frescos, gomas, aceites fijos, aceites
esenciales, resinas y polvos secos de hierbas. En algunos paises esos productos se pueden elaborar
mediante diversos procedimientos locales, como el tratamiento con vapor, el tostado o el rehogado con
miel, bebidas alcohdlicas u otros materiales. Mientras que las preparaciones herbarias son la base de los
productos herbarios acabados y pueden componerse de materiales herbarios triturados o pulverizados, o
extractos, tinturas y aceites grasos. Se producen por extraccién, fraccionamiento, purificacidn,
concentracion y otros procesos bioldgicos o fisicos. También comprenden preparaciones obtenidas en
macerados o calentando materiales herbarios en bebidas alcohdlicas o miel. Asi también la medicina
tradicional posee una actividad terapéutica que se refiere a la prevencion, el diagndstico y el tratamiento
satisfactorios de enfermedades fisicas y mentales, el alivio de los sintomas de las enfermedades y la
modificacion o regulacidon beneficiosa del estado fisico y mental del organismo; provenientes de los
principios activos. En el caso de los medicamentos herbarios cuyos principios activos hayan sido
identificados, se debe normalizar su preparacion, si se dispone de métodos analiticos adecuados, para que
contengan una cantidad determinada de ellos, en el caso de que no se logre identificar los principios activos,
se considera que todo el medicamento herbario es un solo principio activo. 303!

3.8 Plantas medicinales en México

México es un pais reconocido por su riqueza en plantas medicinales; es tal el alcance de las plantas
medicinales mexicanas que son exportadas a otros paises para su uso, como es el caso de Alemania, que
comercializa productos para el tratamiento de la diabetes basados en especies como el nopal (Opuntia sp) y
el Coplachi. (Hintonia sp). 3?
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De acuerdo con el Departamento de Biologia Celular de la Facultad de Ciencias de la UNAM, en una revision
hecha en el afio 2005, México contaba con 306 especies empleadas popularmente en el tratamiento de la
diabetes, entre las que destacan Cecropia obtusifolia, Equisetum myriochaetum, Acosmium panamense,
Cucurbita ficifolia, Agarista mexicana, Brickellia veronicaefolia, Parmentiera aculeata, todas con efecto
sobre la diabetes, sobresaliendo su toxicologia, la farmacocinética de los componente activos asi como su
metabolismo.3% 36

Wereque (/bervillea sonorae)

Es uno de los remedios mas utilizados en el tratamiento de la diabetes mellitus, tradicionalmente la raiz seca
se hierve en agua, para ser consumida por personas que tienen este padecimiento, sin embargo ha
demostrado en estudios con ratones, que la actividad hipoglucemica de Ibervilla sonorae es causada por
sustancias que existen naturalmente en la raiz y no debido a trasformaciones inducidas por el
calentamiento. Ha demostrado ausencia de signos de toxicidad en la administracion de dosis altas del
extracto. 3

Guarumbo (Cecropia obtusifolia)

Comunmente llamada "Guarumbo", "Chancarro" y "hormiguillo" presente en el estado de Hidalgo; que ha
mostrado efecto analgésico, anti-inflamatorio, antihipertensivo, es un relajante muscular y presenta efectos
depresores del SNC, siendo su efecto mas conocido el efecto hipoglucemiante, la forma tradicional de
consumo consiste en hervir la hoja seca en agua, para ser consumida varias veces al dia como “agua de uso”
(agua que se consume normalmente todo el dia). 3

Guazima (Guazuma ulmifolia)

Es un miembro de la familia de Sterculiaceae es utilizada como remedio popular por su accién
antimicrobiana, antioxidante y antihipertensiva; se emplean como remedio para enfermedades renales,
gastrointestinales, fiebre y diabetes. Dentro de su actividad gastrointestinal se encuentra la proteccién de la
mucosa gastrica contra el efecto perjudicial de los AINES principalmente por mecanismo anti-inflamatorios y
de captacion de radicales libres. 4

Tronadora (Tecoma stans)

Conocida como "tronadora", "huiztontli" o "huiztonxochitl" se utiliza en México y América central para la
diabetes y el control del trastorno urinario, presenta acido clorogénico que ha demostrado efectos
antidiabéticos anteriormente, asi como varios frutos que han informado de las actividades contra la diabetes
en los extractos de sus hojas; por lo que es ampliamente utilizado por la poblacion como una alternativa o
tratamiento complementario para la diabetes. 37

Cola de caballo (Equisetum laevigatum)

Conocida cominmente como cola de caballo o “tuti” en Chiapas, se le emplea para tratar diversos
padecimientos renales como dolor de rifién, retencidn de orina y disolucidn de célculos renales. Asimismo,
es util en trastornos digestivos tales como dolor de estémago, célculos biliares, en llceras y afecciones del
higado; en otros malestares como dolor de espalda, garrotillo, cansancio de piernas, para purificar la sangre,
curar artritis y varices, aliviar padecimientos menstruales y en casos de sordera. 38

24



Ror mi raa hablard él espiritu

Alcachofa (Cynara scolymus)

Originaria de la region Mediterranea se presenta en climas semi-secos. Es utilizada en el tratamiento de la
bilis y la diabetes, para lo cual se bebe la coccidén de las flores y hojas; asi mismo es empleado como
diurético, o para eliminar calculos biliares y como estimulante del apetito, contra el empacho y las
enfermedades de la vesicula. 38

El género Croton

Dentro de la familia Euphorbiaceae se encuentra el género Croton distribuido en regiones tropicales y
subropicales junto a mas de 1300 especies de arboles, arbustos y hierbas. Algunas de las especies que se
han identificado (39 especies en Rio de Janeiro) se emplean en la medicina tradicional, en tratamientos para
diversos padecimientos como cancer, estrefiimiento, diabetes, problemas digestivos, disenteria, heridas
externas, fiebre, hipercolesterolemia, hipertension, inflamacién, infecciones intestinales, paludismo, dolor,
Ulceras y pérdida de peso; generalmente asociado a las propiedades medicinales del género Croton se
encuentra la presencia de latex o especies aromaticas entre los cuales existen algunos compuestos volatiles.
Entre los componentes con actividad biolégica que el género Croton presenta se encuentran: los
diterpenoides, alcaloides, diferentes tipos de diterpenos (esteres de forbol, clerodano, labdano, kaurano,
trachilobano y flavonoides). 40-42

Actividad bioldgica de algunas especies del género Croton
Croton zambesicus

Es una plata medicinal conocida como mata de tigre proveniente de los pueblos y aldeas de Nigeria ha
demostrado actividad antimicrobiana, efecto antihipertencivo, actividad sobre infecciones urinarias
(antibiotico) asi como para el tratamiento de la fiebre asociada con la malaria, recientemente ha sido
estudiado el efecto del extracto etanolico en ratones por su aumento en la terapia de fertilidad al aumentar
la motilidad y progresividad de los espermatozoides. 4

Croton argyratu

Es un arbol pequefio o mediano presente en toda Malasia, Birmania y Bali localmente es conocido como
“hamba raja”, “cheret budak”, “semelit alcalde” o “kar cheret budak” debido a que sus hojas son blancas o
marron plateado también se le conoce como “Silver Croton”; ha sido evaluado su extracto de hojas por su
efecto analgésico ante el dolor producido por formalina, placa caliente y la prueba de coletazo, ademas de
su alto contenido de antioxidantes.

Croton reflexifolius
El Croton reflexifolius es una planta medicinal que se encuentra en la Huasteca Hidalguense y es conocida

localmente como “Huilocuahuitl”. Las hojas son usadas comunmente como infusidon para tratar la tos,
diabetes y ulcera gastrica. Se ha descrito que el extracto de diclorometano de las hojas de esta planta,
desarrollaron actividad relajante del musculo liso de la traquea de cobayo, lo cual resulta interesante como
una alternativa natural en el tratamiento de enfermedades respiratorias. 3°
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Figura 2. Distribuci'on de Croton reﬂe);/follu.é en el mundo
Fuente: www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Croton+reflexifolius

Figura3. Estructura del Acido Poliéltico

Ente las moléculas que contiene el C. reflexifolius se encuentra el acido polidltico que ha demostrado ser el
responsable de la actividad gastroprotectora en rata Wistar misma molécula que por poseer similitudes
estructurales a algunos otras moléculas empleadas como hipoglucemiantes podria su estructura podria
presentar este efecto. En base al conocimiento tradicional del empleo de la planta de Croton reflexifolius
como “aguas de uso” en el tratamiento de la diabetes y que existe muy poca informacién cientifica sobre su
efectividad en el tratamiento de esta enfermedad se plantea el desarrollo del siguiente trabajo para sentar
las bases de futuras investigaciones partiendo de un conocimiento ancestral. 4°
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4. Planteamiento del problema

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) calcula que aproximadamente 347 millones de personas
padecen diabetes mellitus en el mundo, mientras que la Federacién Internacional de la Diabetes (IDF)
estima que en 2011, dicho numero asciende a 366 millones y proyecta que para 2030 sera de 552 millones
de personas. Asi mismo México se encuentra en el sexto lugar de personas que padecen esta enfermedad.
En México el INEGI indica que en el Distrito Federal por cada 100 mil habitantes 104 padecen diabetes
mellitus, eso tan solo en Distrito Federal aun que en otros estados el nimero de padecimientos en menor,

este va en aumento en todo el pais.

De manera que el desarrollo de alternativas para paliar o tratar la diabetes mellitus es cada dia una
necesidad aun mayor, por lo que el uso de plantas medicinales de la medicina tradicional se vuelve una
opcidon a la cual recurrir, dentro de las plantas que se emplean en el tratamiento de la diabetes en la
Huasteca Hidalguense se encuentra el “Huilocuahuitl” (Croton reflexifolius) constituyendo una alternativa
de salud natural y de bajo costo para los pobladores de esta regidn de México y que podria ser en lo futuro
un tema de investigacion encaminado en la obtencion de un principio activo de origen natural para el
tratamiento de la diabetes, por lo que en este trabajo se pretende desarrollar el estudio fitoquimico que
encamine a establecer el origen de las propiedades terapéuticas de esta planta y de ser posible establecer
alguna de las moléculas responsables de dicho efecto; sentando el precedente para futuras investigaciones

enfocadas en el desarrollo de terapias para el padecimiento de la diabetes mellitus.
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5. Hipotesis

Con base al uso tradicional del “Huilocuahuitl” (Croton reflexifolius) en el tratamiento de la
diabetes, se espera que a partir de los extractos de maceracién de Croton reflexifolius evaluados
en ratas Wistar normoglicémicas y diabéticas, se obtengan las fracciones activas terapéuticamente

y se aisle el compuesto responsable de dicha actividad.
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Objetivos

Desarrollar el estudio fitoquimico de Croton reflexifolius empleando ratas Wistar
normoglucémicas y diabéticas como modelo animal para determinar el extracto con

mayor actividad terapéutica.

Evaluar los extractos obtenidos de Croton reflexifolius para encontrar el extracto de mayor

actividad.

Evaluar las fracciones obtenidas de la percolacién del extracto de mayor actividad

hipoglucemiante para aislar el compuesto responsable de la actividad terapéutica.

Evaluar el extracto y la fraccién activa de Croton reflexifolius en ratas diabéticas para

demostrar el efecto antidiabético.

Purificar la fraccién hipoglucemica y diabéticamente activa para identificar la molécula

responsable de la actividad terapéutica
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7. Disefio experimental

Tabla 7. Diseiio experimental

Tipo de estudio:

Experimental

Poblacion de estudio

70 Ratas Wistar macho de 170-220 g de peso

Variables
Independiente | -Extractos de Hexano, CH2Cl, y Metanol.
-Glibenclamida como control positivo.
-Agua salina como control negativo.
Dependiente | Concentracion de Glucosa en sangre medidos a través de un
glucémetro comercial (One Touch ®)
Criterios
Inclusién | -Ratas Wistar macho sanas (normoglicémicas)
-Ratas Wistar macho con diabetes inducida.
-Ratas en peso (170-220 g)
Exclusién | -Rata fuera de rango de peso
-Muestras tomadas fuera de tiempo
Eliminacion | -Ratas que no desarrollan diabetes

El estudio fitoquimico se inicid con la colecta del material vegetal de C. reflexifolius, seguido de la extraccion

de sus componentes por medio de disolventes de baja, mediana y alta polaridad, posterior se realizé la

evaluacion de los extractos obtenidos en un modelo de rata normoglicemica (ratas sanas) para determinar el

extracto de mayor actividad terapéutica, el cual fue usado en la cromatografia de columna para obtener seis

fracciones que nuevamente fueron evaluadas en un modelo de ratas sanas, la fraccion de mayor actividad

terapéutica fue separa por cromatografia en columna y el compuesto mayoritario obtenido fue evaluado en

el modelo de ratas sanas; asi mismo el extracto de mayor actividad, la fraccién de mayor actividad y el

compuesto purificado fueron evaluados en el modelo de rata diabética, por ultimo el compuesto purificado

fue identificado por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) Diagrama 1.

El proceso de evaluacion en el modelo animal se realizé con tres individuos, mds un control positivo y

control negativo para cada extracto o fraccién, Diagrama 2
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Diagrama 1. Proceso general del estudio fitoquimico

< Estudio fitoquimico de C. reflexifolius >

| Colecta de material vegetal |

v

Secado y molido de material vegetal

Obtencién de extractos de Croton reflexifolius: CsH12, CH2Cl2 y MeOH

Evaluacion de los extractos

Evaluacion de los extractos
de hojas en ratas sanas

de corteza en ratas sanas

v \4 Vv v

Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto
de CeH12 de CH2Cl2 de MeOH de CsH12 de CH2Cl2 de MeOH

Percolacion del extracto activo

v

Evaluacion de las fracciones
obtenidas en ratas sanas

Voo

vV
F1 F2 | F3 | F4 F5 F6

Purificacion de la fraccion de
mayor actividad (F2)

Evaluacién del compuesto
purificado en ratas sanas

Evaluacion del efecto antidiabético del
extracto CH:Cly, la fraccion activa F2 y
compuesto purificado en ratas Wistar con
diabetes inducida.

Identificacién de la molécula
activa por RMN
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Diagrama 2. Proceso general de la evaluacién del efecto terapéutico

Evaluacion de los extractos
obtenidos de C. reflexifolius

Evaluacion de extractos de hojas

v

Vv

Extracto
de CeH12

Extracto
de CH2Cl2

Extracto
de MeOH

Evaluacién con:
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(Glibenclamida)
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control negativo
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Tween 80)
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-1 rata Wistar como
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-1 rata Wistar como

control negativo
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Tween 80)

Evaluacién con:
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control negativo
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Evaluacion de extractos de corteza

v

v

Extracto
de CeH12

Extracto
de CH2Cl2

Extracto
de MeOH

\

Evaluacién con:

-3 ratas Wistar macho
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Tween 80)
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-3 ratas Wistar macho
-1 rata Wistar como
control positivo
(Glibenclamida)

-1 rata Wistar como

control negativo
(solucién  salina vy
Tween 80)

Evaluacioén con:

-3 ratas Wistar macho
-1 rata Wistar como
control positivo
(Glibenclamida)

-1 rata Wistar como

control negativo
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Tween 80)

Se selecciono el extracto activo y se evalu6 en 6 las
fracciones en ratas sanas.

F1 F2
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L
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Tween 80)
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-3 ratas Wistar macho.
-1 rata Wistar como control positivo (Glibenclamida)
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!

Se selecciond la fraccion de mayor actividad (F2), se purifico
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-1 rata Wistar como

control negativo
(solucion  salina vy
Tween 80)
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Evaluacion con:
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(solucion  salina vy
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Tween 80)
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8. Material y Método

Material vegetal
Se recolectaron las hojas y el tallo de Croton reflexifolius, en el estado de Hidalgo. Se colectaron

aproximadamente 20 kg de la parte aérea y una muestra fue depositada en el herbario Jorge Hernandez
Espinoza del Area de Biologia, Departamento de Preparatoria Agricola en la Universidad Auténoma de
Chapingo

Preparacion de extractos
Se emplearon 12 Kg de la parte aérea asi como del tallo. Los extractos se obtuvieron via maceracidon

empleando hexano (3 veces, 12 L, 3 dias), posteriormente con CHCls (3 veces, 12 L, 3 dias), y finalmente con
MeOH (3 veces, 12 L, 3 dias). Los disolventes fueron evaporados al vacio empleando un rota vapor (Blichi
Modelo R111, Waterbath B-461).

Animales
Se emplearon ratas Wistar macho, de 170 a 220 g de peso corporal y alimentadas con dieta normal

(Nutricubos Purina M®), las ratas fueron mantenidas y cuidadas en condiciones normales en el Bioterio del
Area de Biologia del Departamento de Preparatoria Agricola de la Universidad Auténoma Chapingo (UACh) a
temperatura ambiente (23 a 25° C), humedad y ciclos de luz y oscuridad ambiental de 12 horas por 12 horas.
Previo al estudio las ratas fueron sometidas a 18 horas en ayuno, con libre acceso al agua. El uso y manejo
de estos animales se llevd a cabo conforme a la Norma Oficial Mexicana para su Cuidado y Manejo (NOM-
062-Z00-1999) y de acuerdo con las reglas internacionales relativas al cuidado y manejo de animales de
laboratorio.

Efecto hipoglucémico de extractos
Se valoro el efecto hipoglucémico de los extractos obtenidos de hexano, CH2Cl, y MeOH en ratas Wistar

normoglicémicas. Los extractos fueron suspendidos en Tween 80 (0.05 %), La dosis evaluada fue de 300
mg/kg de peso corporal, empleando como control positivo (glibenclamida), y como blanco o control
negativo una solucién de agua salida y Tween 80 consistente con el vehiculo empleado en los extractos. Se
utilizaron lotes de 3 individuos por tratamiento y un total de 5 lotes por cada extracto incluyendo el lote
control positivo y negativo. Las dosis de los extractos fueron administradas por via oral (0.5 mL/100 g) a
ratas en ayuno de 18 horas, mediante una sonda flexible. El efecto hipoglucémico se evalué mediante con el
método de la glucosa oxidasa empleando un glucémetro comercial modelo One Touch ultra Il (American
Life Scan Co., Milpitas, CA, USA). Las muestras de sangre fueron obtenidas por medio de un corte en la parte
final de la cola (vena caudal) de la rata, sumergiendo previamente la cola en bafio de agua a 39+1°C durante
30 s. Los niveles de glucosa basal en los animales fueron medidos antes de administrar los extractos y
después de ser administrados en los siguientes intervalos de tiempo: 0, 1.5, 3.0, 4.5, 6.0 y 9.0 h.

Percolacion del extracto de mayor actividad
El extracto de mayor actividad (Aprox. 50 g) obtenido de la parte aérea de C. reflexifolius fue sometido a una

percolacién empleando una columna empacada con gel de silice (0.063-0.200 mm, 250 g) y empleando
como eluyente 1 L de hexano (F1), 1 L de hexano/AcOEt en proporcion (9:1) (F2), 1L de hexano/AcOEt en
proporcion (7:3) (F3), 1 L de hexano/AcOEt en proporcién (1:1), (F4), 1 L de acetato de etilo (F5) y 1 L de
Metanol (F6). Las fracciones obtenidas fueron evaluadas en ratas Wistar normoglicémicas (sanas), utilizando
6 lotes de ratas cada uno con 3 individuos, mas un control positivo y negativo. 3*
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Purificacion de la fraccion de mayor actividad
Una parte de la fraccién mas activa (Aprox. 0.5 g) obtenido de la parte aérea de C. reflexifolius se le realizo a

una cromatografia en columna, empleando una columna empacada con gel de silice (0.063-0.200 mm, 50 g)
hasta separa y obtener compuestos puros, utilizando como eluyente hexano (1.1 L, F1), hexano/EtOAc (9:1,
1L, F2), hexano/EtOAc (7:3, 1 L, F3), hexano/EtOAc (1:1, 1 L, F4), acetato de etilo (EtOAc) (1 L, F5) y Metanol
(1 L, F6). Del compuesto obtenido fue analizado el espectro de infrarrojo (IR) y Resonancia Magnética
Nuclear (RMN).

Induccion de Diabetes a ratas Wistar mediante un tratamiento con Aloxan (lesion pancreatica)
Para evaluar el efecto antidiabético de Croton reflexifolius se administré Clorhidrato de Aloxan (Sigma

AldrichMR) a un grupo de 20 ratas Wistar, en una concentracién de 200 mg/kg de peso corporal. Los niveles
de glucosa de las ratas administradas fueron monitoreados con el método de la glucosa oxidasa empleando
un glucometro modelo One Touch ultra Il (American Life Scan Co., Milpitas, CA, USA). Las muestras de
sangre fueron obtenidas por puncién con lanceta de la parte final de la cola (vena caudal) de la rata,
sumergiendo previamente la cola en bafio de agua a 39+1°C durante 30 s. Las ratas fueron sefaladas como
diabéticas cuando su nivel de glucosa sobrepaso los 200 mg/dL.

Evaluacion del efecto antidiabético
El efecto antidiabético fue evaluado tanto para el extracto de CH2Clz, la fraccién F2 que demostré mayor

actividad hipoglucémica y para el compuesto en mayor proporcion obtenido de la columna de percolacion, a
una concentracion de 300 mg/kg de peso. Los grupos fueron conformados por 3 individuos mas el control
positivo (glibenclamida) y un control negativo o blanco. Las dosis evaluadas fueron administradas por via
oral (0.5 mL/100 g) con ratas en ayuno de 18 horas, mediante una sonda flexible.

El efecto hipoglucémico se evalué con el método de la glucosa oxidasa empleando un glucémetro modelo
One Touch ultra Il (American Life Scan Co., Milpitas, CA, USA). Las muestras de sangre fueron obtenidas por
medio de un corte de la parte final de la cola (vena caudal) de la rata, sumergiendo previamente la cola en
bafio de agua a 39+1° C durante 30 s. Los niveles de glucosa basal en los animales fueron medidos antes de
administrar los extractos y después de ser administrados a los siguientes intervalos de tiempo: 0, 1.5, 3, 5, 7
y 9.0 h.

Efecto hipoglucemiante de la glibenclamida
Para corroborar el efecto hipoglucemiante experimentado por los grupos de animales en los tratamientos,

se incluyd un experimento adicional consistente en la observacion y medicién del efecto de un farmaco
conocido (control positivo), en este caso se empled glibenclamida como agente hipoglucemiante de uso
comun en humanos. Este farmaco fue suspendido en Tween 80 (0.05 %). Las dosis evaluadas fueron: 10, 100
y 300 mg/kg de peso corporal, mas el control, consistente en el vehiculo de agua destilada y tween 80. Se
utilizaran lotes de 3 individuos por tratamiento y un total de 4 lotes por cada extracto incluyendo el lote de
control. Las dosis de glibenclamida fueron administradas por via oral (0.5 mL/100 g) a ratas en ayuno de 18
horas, mediante una sonda flexible. Los niveles de glucosa de los animales fueron medidos antes de
administrar la glibenclamida y posteriormente a ser administrada a los siguientes intervalos de tiempo: 0,
1.5, 3,5, 7 y 9.0 h. En todos los casos de evaluacidon en el modelo animal se calculd el porcentaje de
variacién de los datos para normalizar las concentraciones de glucosa.

Andlisis estadistico
Los resultados se expresaron en un andlisis de varianza (ANOVA) como el promedio * la desviacién estandar,

empleando la prueba F de fisher al 95% de confianza al tiempo de mayor actividad hipoglucemica durante el
periodo del estudio, para identificar la similitud de los extractos y fracciones con la glibenclamida como
farmaco control.
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9. Resultados

Caracterizacion de la muestra.

Se recolecto una muestra de material vegetal de hojas largas y puntiagudas con forma de corazén en la
parte baja de la hoja, presentaba pequefios puntos blancos por encima de la hoja y nervios realzados. Esta
muestra fue caracterizada por la M. en C. Ernestina Cedillo como Croton reflexifolius y depositada en el
Herbario Jorge Hernandez Espinoza del drea de biologia del departamento de Preparatoria Agricola en la
Universidad Auténoma Chapingo.

Tabla 8. Informacion taxonémica de Croton reflexifolius

Reino Plantae
Phylum Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Euphorbiales
Familia Euphorbiaceae
Genero Croton
Especie reflexifolius
cl:':r::i?i:::) Croton reflexifolius

Extractos obtenidos de la maceracion de C. reflexifolius hojas y corteza.

En la grafica 4 se muestran las cantidades de extracto obtenido por disolvente empleado, se observa que de
la maceracion de hojas y corteza en el caso del metanol se obtuvo el mayor rendimiento siendo mayor la
cantidad obtenida en hojas que en corteza para todos los casos.

Grafica 4. Cantidad de extracto obtenido por disolvente empleado
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Evaluacion del efecto hipoglucémico de los extractos obtenidos de C. reflexifolius de hojas y corteza a las 7
y 9 horas de tratamiento, empleando ratas Wistar sanas

En la tabla 9 se muestran los tiempos de 7 y 9 horas de la evaluacién en el modelo animal junto con su
porcentaje de variacion de los extractos de hojas, observando que el porcentaje de variacion del extracto
CH2Cl2 a las 9 horas presenta un valor menor en comparacion a los otros dos extractos e incluso que la

glibenclamida.

Tabla 9. Concentracion de Glucosa en ratas Wistar sanas durante la administracion de los extractos de

hojas de C. reflexifolius

Concentracion Control Control Extractos de hojas
de glucosa negativo positivo Hexano CH2Cl2 MeOH
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
7h 53 33 39 49 55
% Variacion -25.35 -34.00 -33.90 -24.62 -15.38
9h 71 42 38 41 53
% Variacion 0.0 -16.00 -35.59 -36.92 -18.46

Numero de individuos por tratamiento n=3

En la tabla 10 se presentan los tiempos 7 y 9 horas junto con el porcentaje de variacion de los extractos de
corteza, donde se observa que también el extracto de CH2Clz presento un valor menor en el porcentaje de

variacién en comparacion a la glibenclamida a las 7 y 9 horas del estudio.

Tabla 10. Concentracion de Glucosa en ratas Wistar sanas durante la administracion de los extractos de

corteza de C. reflexifolius

Concentracion Control Control Extractos de corteza
de glucosa negativo positivo Hexano CH2Cl» MeOH
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
7h 43 29 48 30 35
% Variacion -12.24 -40.8 -20.0 -57.1 -46.1
9h 38 34 43 31 29
% Variacion -22.45 -30.6 -28.33 -55.7 -55.3

Numero de individuos por tratamiento n=3

En la gréfica 5 se muestra la normalizacion de las concentraciones de glucosa en sangre para la evaluacion
de los extractos de corteza de Croton reflexifolius donde se observa una diferencia significativa al tiempo de
9 horas entre los extractos de diclorometano y metanol con respecto a la glibenclamida al no sobreponerse
sus errores relativos mostrados en la grafica, sin embargo no son significativamente diferentes entre si los

extractos de diclorometano y metanol
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Grafica 5. % Variacion en la Concentracion de Glucosa en sangre posterior a la
administracion de extractos de C.reflexifolius (Corteza)
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Rendimiento de las fracciones obtenidas de la columna de percolacidon del extracto de CH:Cl: de C.
reflexifolius

En la grafica 6 se muestran los porcentajes obtenidos de la percolacidn de la fraccion activa del
extracto de CH,Cl, de hojas, donde se observa que a polaridades de Hexano: AcOEt (9:1) y (7:3) se

obtiene una mayor cantidad, debido a que posee mayor abundancia en compuestos de estas
polaridades.

Grafica 6. Rendimiento de la percolacidn de la fraccién F2 del Extracto de
CH,CI, de Croton reflexifolius
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Evaluacion del efecto hipoglucémico de las fracciones obtenidas del extracto de CH:Cl: de C. reflexifolius,
empleando ratas Wistar sanas

En la tabla 11 se presenta el promedio de la concentracidn de glucosa que presentaron los individuos a las 7,
9 y 10.5 horas de evaluacidn, observandose que las fracciones F2 y F3 tienen valores de porciento de
variacién menores que la glibenclamida a las 9 y 10.5 horas en comparacién con la glibenclamida.

Tabla 11. Concentracion de Glucosa en ratas Wistar sanas durante la administracion de las fracciones del

extracto de CHzCl; de hojas de C. reflexifolius

., Control Control Extracto CH2Cl (hojas) (mg/dL)
Concentracion . L
negativo positivo

de glucosa (mg/dL) (mg/dL) F1 F2 F3 F4 F5 F6
7h 54 42 48.7 28.3 43.0 71 57.0 71.0

% Variacion -8.5 -30.0 +21.7 -34.1 -22.3 -4.7 -3.4 -5.3
9h 56 61 61.7 42.7 39.7 73.5 57.3 62.0
% Variacion -13.6 -3.3 +67.5 -32.6 -27.1 -8.1 -20.3 -10.7
10.5 h 51 58 67.0 29.0 40.3 68.5 47.0 67.0
% Variacion -13.6 -3.3 +67.5 -32.6 -27.1 -8.1 -20.3 -10.7

Numero de individuos por tratamiento n= 3
Prueba ANOVA , F=99.95 % 0<0.05%

Evaluacion del efecto antidiabético del extracto de CHzCl: de C. reflexifolius, fraccion F2 y compuesto
purificado empleando ratas Wistar con diabetes inducida.

En la tabla 12 se muestran los niveles de glucosa y porcentajes de variacion del extracto de CH: Clz, la
fraccién F2 y el compuesto purificado durante la evaluacion en el modelo animal de rata Wistar con diabetes
inducida, se observa que la fraccidn F2 posee un mayor efecto hipoglucémico al tener valores de porciento
de variacién menores que la glibenclamida y que el compuesto purificado.

Concentracion Control Control Extractos de Fraccion Compuesto

de glucosa negativo positivo CH2Cl2 F2 purificado
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
5h 351 370 139 133.7 116.67
% Variacion +10.03 -12.5 -8.5 -35.3 -15.7
7h 353 351 129.7 58.3 109.33
% Variacion +10.66 -17.0 -14.7 -71.8 -20.96
9h 324 297 123.33 46.00 106.67
% Variacion +1.57 -29.79 -18.86 -77.14 -22.89

Numero de individuos por tratamiento n=3
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10. Discusion de resultados

La cantidad obtenida de extractos es mayor en las maceraciones realizadas con metanol, posteriormente
con CH:Cl; y por ultimo con hexano, debido a que la cantidad de compuestos polares presentes tanto en

hojas como corteza del C. reflexifolius es mayor que la cantidad de compuestos no polares.

Efecto hipoglucémico de los extractos (screening)

Después de realizar la evaluacién hipoglucémica de los extractos de C. reflexifolius, se determiné que tanto
los extractos de hojas como de corteza presentan un efecto hipoglucémico al disminuir la concentracién de
glucosa en sangre de los sujetos de estudio como se muestra en las tablas 9 y 10, el porcentaje de variacidn
se indica con signo negativo debido a que la transformacion de los datos de concentraciones de glucosa a
porcentajes de variacion emplea el valor inicial de glucosa para normalizar la variabilidad de los datos por
individuo, de manera que el valor de glucosa a estos tiempos esta por debajo del valor basal al inicio del
estudio. En el caso del extracto de hexano de hojas a las 7 horas de tratamiento la concentraciones de
glucosa es similar a la del farmaco control (glibenclamida) mientras que a las 9 horas tanto el extracto de
hexano como el de CH,Cl, presenta valores semejantes e incluso por debajo a los obtenidos por el farmaco
control. En cuestion al extracto de MeOH también presenta un efecto hipoglucémico pero de menor
potencia que el extracto de hexano y CH2Cla.

Los extractos de corteza de C. reflexifolius de la tabla 10 al igual que sus homdlogos de hojas presentan un
efecto hipoglucémico al desarrollar una concentracion de glucosa baja en los sujetos de estudio, sin
embargo en los extractos de corteza son el extracto de CH2Cl. y MeOH los que presentan un mayor efecto
hipoglucémico siendo nuevamente el extracto de CH:Cl> el que presenta un menor nivel de glucosa en

sangre.

Percolacion del extracto de mayor actividad

Para realizar la percolacidn se eligio el extracto de CH2Clz de hojas de C. reflexifolius, debido a que durante el
screening ademas de presentar valores bajos de glucosa en sangre también desarrollé una tendencia lineal
en su efecto hipoglucémico, asi como su homdlogo de corteza sin embargo de este ultimd no se obtuvo un
buen rendimiento para realizar la percolacidn. Posterior a realizar la percolacidon del extracto de mayor
actividad se obtuvieron los rendimientos expresados en la grafica 6 para cada fraccidn, siendo la fraccién F2

de la que mas se obtuvo.

Evaluacion del efecto hipoglucémico de las fracciones del extracto de CH:Cl. de C. reflexifolius

Debido a la tendencia lineal negativa en la concentraciéon de glucosa del extracto de CH2Cl; se extendio el
tiempo de muestreo 1.5 horas mas para dar un total de 10.5 horas después de la administracién de los

extractos como se muestra en la tabla 11.
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Después de realizar en analisis estadistico (ANOVA) se determiné que las medias de los tratamientos no son
iguales reiterando su diferencia significativa. La fraccion 1, mantuvo en la mayoria de sus puntos de
muestreo una tendencia positiva en el aumento de la concentracién de glucosa, por lo que fue descartado
como la fraccién hipoglucémica. No asi para la fraccién 2 y 3 en sus puntos de muestreo presentan una
tendencia hipoglucémica al estar por debajo de la concentracion inicial de glucosa, la diferencia entre ambas
se observa a las 9 y 10.5 horas, donde F2 presenta una reabsorcidén, mientras que en F3 comienzan a

recuperarse los individuos, no obstante ambas fracciones son hipoglucémicas siendo la mejor F2.

En la evaluacion de la fraccidn F4 se puede observar que la disminucién de los valores de concentracién de
glucosa es poco comparado con las fracciones F2 y F3, este comportamiento de baja disminucidn en los
niveles de glucosa también es observado en las lecturas de la fraccion F6, por lo que fueron descartadas
como hipoglucémicas ya que la disminucién en glucosa puede atribuirse al periodo de ayuno al que fueron

sometidos los sujeto de estudio y no al extracto como tal.

Por ultimo la fraccidn F5, durante el estudio demostré un comportamiento errdtico en el que hasta las 7
horas de tratamiento comenzé a disminuir la concentracion de glucosa en sangre sin acercarse a sus

homdlogos F2 y F3, por lo que también es descartable como fraccién hipoglucémica.

Evaluacion del efecto Antidiabético

Ratas diabétizadas con Aloxan

Para evaluar el efecto antidiabético se aplicé tratamiento a un grupo de individuos (ratas Wistar) con
Clorhidrato de Aloxan, sustancia que se estima provoca dafio en las células beta del pancreas, originalmente
se planted usar una concentracion de 200 mg/Kg de peso, sin embargo esta concentracion no ofrecio los
resultados esperados de manera que se aumento a 220 mg/kg de peso, se empled un grupo de 20 individuos
de los cuales aproximadamente el 20% murié durante el monitoreo del tratamiento y un 15% presentd
resistencia al efecto del Aloxan. Solo se empelaron aquellos individuos que sobrepasaron los 250 mg/dL de

glucosa en sangre.

Asi mismo es importante mencionar que en general el tono muscular de todos los individuos de estudio

disminuyo considerablemente junto con su temperatura corporal.

Evaluacion del efecto antidiabético Extracto de CH2Cl; de Croton reflexifolius.

El extracto de CH2Clz de Croton reflexifolius representado en la tabla 5 presento un comportamiento similar
al farmaco de referencia (glibencamida) tal y como se esperaba después de haber observado los resultados
obtenidos durante Ila evaluacidon del efecto hipoglucémico, el extracto de CH:Cl presento un
comportamiento lineal negativo en lo que refiere a la concentracién de glucosa en sangre, aproximandose a
las concentraciones alcanzadas por el farmaco control a las 5y 7 horas y a pesar de que en el periodo de 9

horas no mantuvo la misma cercania con el farmaco control alin se observaba el efecto antidiabético.
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Fraccién 2 del extracto de CH2Clz de Croton reflexifolius.

En la tabla 12 se observa que el efecto presentado por la fracciéon F2 fue mayor en comparacion con el de su
extracto madre y del farmaco control; hasta las primeras tres horas el comportamiento de F2 era similar al
del farmaco control, a las 5 horas se separd considerablemente para continuar con una tendencia lineal
negativa hasta las 7 horas sobrepasando el efecto del farmaco control hasta el terminé del estudio a las 9
horas, donde se acento el comportamiento de esta fraccion, reforzando la idea de que los compuestos
contenidos en esta polaridad (Hex:AcOEt 9:1) son los responsables del efecto hipoglucémico y antidiabético

del Croton reflexifolius.

Evaluacion del compuesto purificado

Asi mismo se observa en la tabla 12 que el compuesto purificado de la fraccidon 2 demostro tener un efecto
antidiabético, alcanzando un porciento de variacién en la concentracién de glucosa en sangre similar a la del
farmaco control a las 5 horas y 7 horas e incluso sobrepasdndolo un poco. En el periodo de 9 horas el
compuesto purificado aun que mantenia una baja concentracidon de glucosa en sangre esta ya no era
superior a la que ofrecia el farmaco control, es decir el efecto del farmaco control era mayor en periodos
mas largos.

Con lo anterior queda demostrado que el Croton reflexifolius posee un efecto hipoglucémico y antidiabético,
siendo este efecto mds notable al evaluar del extracto de CH2Clz la fraccion obtenida en una polaridad 9:1 de
Hex:AcOEt, donde se puede asumir que estdn presentes la mayor cantidad de compuestos de esta planta
que favorecen este efecto.

La fraccidn F2 al ser una de las fracciones con mayor actividad hipoglucemiante fue sometida a un analisis
espectroscépico resultando una sustancia abundante de punto de fusion de 96- 98 °C, en su espectro de
infrarrojo (anexo 1) mostro bandas en 2900 cm™ tipicas de un grupo hidroxilo (-OH) ademas de una banda a
1600 cm™ correspondiente a la hibridacién del grupo carbonilo (>C=0) en tanto que en su espectro de RMN
de H (anexo 2) se muestran siete par de protones aromaticos entre 6y 7.2 ppm para un sistema aromatico,
otras sefiales ubicadas en 4.8 y 4.95 ppm que integran para un protén se asignan aun doble enlace
exociclico, el resto de las sefiales en este espectro corresponden a los de un diterpeno, estos datos fueron
corroborados en un espectro de RMN de 3C (anexo 3) donde se observan sefiales que corresponden a 20
resonancias de carbono de las cuales las ubicadas entre 100 y 185 ppm corresponden a siete atomos de
carbono con hibridacién sp? las trece sefiales restantes corresponden al esqueleto de un diterpeno. Por otro
lado en el espectro DEPT (anexo 4) se observan sefiales para dos grupos metilo (-CHs), ademas de siete

grupos metileno con hibridacién sp®y un grupo metileno con hibridacién sp?.
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Efecto hipoglucemiante de la glibenclamida (farmaco control).

Como se observa en la grafica 7, el comportamiento de la glibenclamida a bajas y altas concentraciones es el
mismo, disminuye la concentracidn de glucosa en sangre a partir de poco mas de una hora que es absorbida
hasta alcanzar un tiempo de 5 horas posterior a su administracion, donde comienza a recuperarse el

individuo, este tiempo corresponde con las 2-4 horas a las que alcanza su maxima concentracién plasmatica.

El sujeto control asi como los demds grupos evaluados a lo largo del estudio, presentan un alza en la
concentracion de glucosa en el primer tiempo de muestreo debido al estrés al que son sometidas las ratas
(corte al final de la cola) para extraer la muestra de sangre al inicio del estudio. Las posteriores variaciones
corresponden a las variaciones normales debido al ayuno, que provoca la hidrdlisis del glucogeno

(glucogenolisis) que intenta compensar los niveles de glucosa en sangre.

Retomando el comportamiento de las curvas, en la grafica 8 de porcentaje de variacion de glucosa en sangre
por administracion de Glibenclamida, la concentracion de 30 y 100 mg/Kg no presentan ninguna diferencia
significativa en ninguno de los puntos de muestreo, mientras que en la concentracion de 300 mg/Kg el Gnico
punto significativamente diferente es a las 1.5 horas posterior a la administracion, lo que indica que fue mas

rapida su absorcion, no obstante el comportamiento es el mismo a las tres concentraciones.
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11. Conclusiones

Se determind que de los extractos organicos preparados (hexano, diclorometano y de metanol) de las hojas
de Croton reflexifolius, evaluados en rata Wistar como modelo animal; el extracto de mayor actividad

hipoglucémica pertenece al CH2Cl..

Las fracciones obtenidas del extracto de CH2Cl2 que presentan mayor actividad hipoglucémica corresponden

a F2 (Hexano-AcOEt, 9:1) y F3 (Hexano-AcOEt, 7:3).

El extracto de CH2Clz y la fraccidn F2 del mismo extracto presentaron actividad antidiabética, debido a que
ambos contienen el compuesto extraido es decir el acido polidltico, el cual demostré poseer propiedades

antidiabéticas e hipoglucémicas.
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12. Perspectivas

En base a los resultados obtenidos se propone continuar en una segunda etapa el trabajo realizado con el

Croton reflexifolius, donde pueda evaluarse tanto dosis toxica y como dosis letal.

Asi como estudiar el efecto de algunos derivados del acido polialtico generados por sintesis organica y su

efecto hipoglucémico en el modelo de ratas normoglicémicas y con diabetes inducida.

Con el fin de sentar las bases para futuras investigaciones clinicas en humanos enfocadas en desarrollar un
tratamiento que mejore la calidad de vida de las personas que presentan diabetes y de ser posible prevenir

esta enfermedad.
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Anexo 5

Graficas del efecto hipoglucémico de la glibenclamida a tres concentraciones 10, 100 y 300 mg/Kg

Tabla 13. Efecto hipoglucémico de la Glibenclamida. Concentracion de glucosa mg/dL
Muestra | Tiempo | Control Glibenclamida Glibenclamida Glibenclamida
negativo 10mg/kg 100mg/kg 300mg/kg

TO 0 61 50.0 49.3 55.3
T1 1.5 72 40.0 37.7 34.0
T2 3 65 27.7 24.7 25.3
T3 5 48 24.3 23.0 28.7
T4 7 55 34.3 32.0 36.7
T5 9 55 31.3 30.7 33.3
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Grafica 7. Promedios de la concentracion de glucosa en sangre posterior a la
administracion de glibenclamida a tres concentraciones 10, 100 y 300 mg/Kg
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Tabla 14. Promedio de Porcentaje de variacion de glucosa posterior a la administracion de glibenclamida
Muestra Tiempo Control Glibenclamida Glibenclamida Glibenclamida
10mg/kg 100mg/kg 300mg/kg

TO 0 0.00 0.00 0.00 0.00

T1 1.5 18.03 -19.77 -20.67 -38.75
T2 3 6.56 -44.11 -46.52 -54.03
T3 5 -21.31 -50.81 -50.14 -48.04
T4 7 -9.84 -30.97 -33.32 -33.58
T5 9 -9.84 -37.09 -35.11 -39.95

Grafica 8. Promedio de % de variacion de glucosa en sangre, administracion oral de
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