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A Lieserl Einstein

Cuando propuse la teoria de la relatividad, muy pocos me entendieron, y lo que te revelaré ahora
para que lo transmitas a la humanidad también chocara con la incomprension y los perjuicios del
mundo. Te pido aun asi, que la custodies todo el tiempo que sea necesario, afios, décadas, hasta que
la sociedad haya avanzado lo suficiente para acoger lo que te explico a continuacion. Hay una
fuerza extremadamente poderosa para la que hasta ahora la ciencia no ha encontrado una
explicacion formal. Es una fuerza que incluye y gobierna a todas las otras, y que incluso esta detras
de cualquier fenomeno que opera en el universo y aun no ha sido identificado por nosotros. Esta
fuerza universal es el amor. Cuando los cientificos buscaban una teoria unificada del universo
olvidaron la mas invisible y poderosa de las fuerzas. El Amor es Luz, dado que ilumina a quien lo
da y lo recibe. El Amor es gravedad, porque hace que unas personas se sientan atraidas por otras. El
Amor es potencia, porque multiplica lo mejor que tenemos, y permite que la humanidad no se
extinga en su ciego egoismo. El amor revela y desvela. Por amor se vive y se muere. E1 Amor es
Dios, y Dios es Amor. Esta fuerza lo explica todo y da sentido en maytsculas a la vida. Esta es la
variable que hemos obviado durante demasiado tiempo, tal vez porque el amor nos da miedo, ya
que es la unica energia del universo que el ser humano no ha aprendido a manejar a su antojo. Para
dar visibilidad al amor, he hecho una simple sustituciéon en mi ecuacion mas célebre. Si en lugar de
E= mc’ aceptamos que la energia para sanar el mundo puede obtenerse a través del amor
multiplicado por la velocidad de la luz al cuadrado, llegaremos a la conclusion de que el amor es la
fuerza mas poderosa que existe, porque no tiene limites. Tras el fracaso de la humanidad en el uso y
control de las otras fuerzas del universo, que se han vuelto contra nosotros, es urgente que nos
alimentemos de otra clase de energia. Si queremos que nuestra especie sobreviva, si nos
proponemos encontrar un sentido a la vida, si queremos salvar el mundo y cada ser sintiente que en
¢l habita, el amor es la Unica y la tltima respuesta. Quizés atin no estemos preparados para fabricar
una bomba de amor, un artefacto lo bastante potente para destruir todo el odio, el egoismo y la
avaricia que asolan el planeta. Sin embargo, cada individuo lleva en su interior un pequefio pero
poderoso generador de amor cuya energia espera ser liberada. Cuando aprendamos a dar y recibir
esta energia universal, querida Lieserl, comprobaremos que el amor todo lo vence, todo lo
trasciende y todo lo puede, porque el amor es la quinta esencia de la vida. Lamento profundamente
no haberte sabido expresar lo que alberga mi corazén, que ha latido silenciosamente por ti toda mi
vida. Tal vez sea demasiado tarde para pedir perdon, pero como el tiempo es relativo, necesito
decirte que te quiero y que gracias a ti he llegado a la tltima respuesta.

Tu padre, Albert Einstein
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Efecto hipoglucemiante agudo de Eryngium longifolium Cav. en ratas hiperglucémicas STZ-NA

RESUMEN

En México una de las enfermedades que presenta mayor prevalencia es la diabetes mellitus. De los
pacientes diagnosticados con diabetes un 90% de los casos se clasifican como diabetes mellitus tipo 2
(DM2), para el tratamiento de este padecimiento se requiere de multiples estrategias como lo son de
primera instancia el uso de fArmacos, modificaciones en la dieta, ejercitarse o el uso de insulina. Ademas
una gran parte de la poblacion mexicana emplea plantas medicinales como coadyuvantes para el
tratamiento de la DM2, por esta razdén es necesario realizar investigaciones que respalden su eficacia y

efectos.

De acuerdo con trabajos previos del Laboratorio de Etnofarmacologia, de la Facultad de Ciencias de la
UNAM, en Tlanchinol, Hidalgo, México, se reportd el uso de las hojas y raiz de Eryngium longifolium

Cav., conocida como pifiuela, para tratar la diabetes.

El objetivo principal de este trabajo fue evaluar el efecto hipoglucemiante de los extractos acuoso y
etanol-agua a dos dosis diferentes de E. longifolium, en un estudio agudo, utilizando el modelo animal
STZ-NA. Por otro lado, mediante la técnica de cromatografia en capa fina, se busco identificar de la
presencia de compuestos fendlicos, alcaloides, terpenos y glicosidos, en los extractos acuoso y etanol-
agua. Esto con la finalidad de detectar metabolitos secundarios que estuvieran involucrados con el efecto

hipoglucemiante.

Los resultados obtenidos mostraron el efecto hipoglucemiante del extracto acuoso y etanol-agua a dos
diferentes dosis de raiz y hojas de E. longifolium, ya que en el modelo STZ-NA se observa como los
niveles de glucosa plasmatica disminuyen significativamente. Asi mismo la prueba de cromatografia dio

positiva a la deteccion de compuestos fendlicos, glicosidos y terpenos.

Aun cuando los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo de investigacion con E. longifolium,
muestran un efecto hipoglucemiante, es necesario entender su mecanismo de accion, eficacia y efectos a
través de nuevos estudios, para poder validar a esta especie como un coadyuvante en el tratamiento de
DM2. Ademas deberan buscarse estrategias que permitan el aprovechamiento y conservacion de este

recurso.
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1. INTRODUCCION

M¢éxico atraviesa una transicion demografica y epidemiologica, esto debido a multiples
factores, uno de estos es la esperanza de vida que ha incrementado, lo que provoca un
aumento en la poblacion adulta mayor y con ello los riesgos de padecer enfermedades
cronicas (ENSANUT, 2012; Estrategia Nacional para la Prevencion y el Control del
Sobrepeso, la Obesidad y la Diabetes, 2013). La transicion epidemiologica se define por
factores econdmicos y sociales, entre ellos estan; la industrializacion, la urbanizacion, el
estilo de vida, la falta de actividad fisica, la alimentacion inadecuada y el consumo de
sustancias nocivas. Lo cual modifica la morbilidad y mortalidad, y trae como consecuencia
un deterioro en la salud, como el sobrepeso y la obesidad (Arrendondo & De Icaza, 2011;
Estrategia Nacional para la Prevencion y el Control del Sobrepeso, la Obesidad y la
Diabetes, 2013). Cabe destacar que la obesidad estd asociada principalmente con la
resistencia a la insulina, la diabetes y la alta mortalidad cardiovascular (Cruz-Dominguez et

al. 2014).

Se sabe que la prevalencia del sobrepeso y la obesidad en la poblacion mexicana ha ido en
aumento, es por ello que representan una amenaza econdémica en nuestro sistema de salud,
debido a su asociacion con las enfermedades no transmisibles (ENT) y por el uso de
recursos especializados, los cuales tienen costos elevados (Arrendondo& De Icaza, 2011;
Estrategia Nacional para la Prevencion y el Control del Sobrepeso, la Obesidad y la

Diabetes, 2013).

Se ha registrado que las ENT causan un 75% del total de las muertes en nuestro pais, de
estas las que presentan una mayor prevalencia e incidencia son la diabetes mellitus tipo2
(DM2), enfermedades isquémicas del corazon (EIC), accidentes cerebro vasculares y
cirrosis hepatica (Estrategia Nacional para la Prevencion y el Control del Sobrepeso, la

Obesidad y la Diabetes, 2013).
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Del total de casos de diabetes mellitus en el mundo, la DM2 representa un 90% (IDF, 2015)
esto se debe en gran medida a una serie de factores de riesgo que dan pauta a la aparicion
de la enfermedad, como lo son un peso corporal excesivo y a la inactividad fisica (OMS,
2015). Actualmente México se encuentra entre los primeros diez paises con mayor nimero
de personas con DM2, afectando a 11.5 millones de personas. Sin embargo, se cree que el
total de personas con diabetes podria ser el doble, puesto que hay un 46.5% de diabéticos

que desconocen su condicion (IDF, 2015).

La DM2 origina complicaciones microvasculares entre ellas la retinopatia y enfermedades
cardiovasculares, renales y neuropatias, ademas de amputaciones. Si el control de la
glucemia es adecuado la aparicion de estas se retrasa y por ende los gastos que generan se

reducen (Watanabe et al. 2012; Paz, et al. 2014).

Debido a la prevalencia mundial de la DM2 y a los grandes costos que genera al sector
salud, se han buscado diferentes alternativas para mejorar el tratamiento de los pacientes.
Hasta ahora una de las principales terapias para tratar a estos pacientes es la farmacologica,
con ella se busca mantener una adecuada concentracion plasmatica de glucosa durante

periodos de tiempo prolongados (Nolan et al., 2011).

Desde un punto de vista etnofarmacoldgico, es importante tener en cuenta que la DM?2
puede llegar a ser tratada con farmacos, medicina tradicional o bien una mezcla de ambos
(Andrade-Cetto & Heinrich, 2005; Ortiz-Andrade et al., 2009). En 2009 Andrade-Cetto,
reportd para el municipio de Tlanchinol Hidalgo, México, algunas especies de plantas
valiosas para la medicina tradicional. Este estudio incluye plantas hipoglucemiantes, como
Eryngium longifolium Cav., de la cual atn no se tienen reportes previos de valor
farmacologico y fitoquimico. Es preciso realizar estudios preclinicos que permitan
confirmar las propiedades terapéuticas de las plantas medicinales y asi comprobar su
efecto. Los resultados de estos estudios preclinicos en un futuro, permitiran la realizacion
de ensayos clinicos o bien el aislamiento de nuevos compuestos, para la generacion de

farmacos (Andrade-Cetto & Heinrich, 2005; Ortiz-Andrade et al., 2009).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Diabetes mellitus

De acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes, 2015 (IDF, por sus siglas en

ingles), en el mundo hay 415 millones de personas con diabetes. Se prevé que este nimero

incrementara a 642 millones de casos, para el afio 2040.

La diabetes mellitus (DM) se
considerada uno de los
principales problemas de salud
a nivel mundial, debido a su
gran coste econdmico y la gran
cantidad de muertes prematuras

que provoca (Ruiz-Ramos et

al., 2006).

La diabetes se ha definido
como una alteracion en el
metabolismo de carbohidratos,
proteinas y lipidos, la cual se
caracteriza por hiperglucemia

cronica. La DM se presenta

Figura.1 Sintomas de la Diabetes mellitus (Tomado de IDF, 2014)

cuando hay alteraciones en la secrecion y/o accion de insulina o ambas. La insulina es una

hormona producida por las células § de los islotes de Langerhans, en el pancreas (Conget,

2002; ADA, 2005; Harcourt, B. E. et al., 2013; OMS, 2015).

La IDF (2014), reporta que al inicio de la enfermedad algunos pacientes pueden

experimentar; frecuentes deseos de orinar (poliuria), sed excesiva (polidipsia), aumento del

apetito (polifagia), pérdida de peso, sensacion de hormigueo o entumecimiento en las
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manos o los pies, vision borrosa, infecciones frecuentes, heridas de curacion lenta, vomitos

y dolor de estdmago (Figura.l).

Por otra parte, dentro de las complicaciones cronicas que pueden presentarse debido a la
hiperglucemia sostenida son: retinopatia, neuropatia, problemas cardiovasculares,

nefropatia y amputacion de extremidades (Patel ef al., 2012).

2.2 Diagnostico y clasificacion de la diabetes
2.2.1 Diagnostico

La diabetes se diagnostica con pruebas de laboratorio que consisten en medir los niveles de

glucosa en plasma:

a) Glucosa plasmatica en ayunas > 126 mg / dL (7.0 mmol/L): Se realiza una prueba
de glucosa en ayuno, este tultimo se define como la no ingesta caldrica durante por
lo menos 8 h.

b) Prueba de tolerancia oral a la glucosa > 200 mg / dl (11.1 mmol/L): La prueba debe
ser realizada segun lo descrito por la OMS, utilizando una carga de glucosa
equivalente a 75g de glucosa anhidra disuelta en agua, pasadas dos horas de la
ingesta debe obtenerse la muestra de sangre

¢) Glucosa plasmatica al azar > 200 mg / dL (11.1 mmol / L): En un paciente con
sintomas clasicos de hiperglucémia o crisis hiperglucémica, se le hace una prueba
de glucosa plasmatica en cualquier momento.

d) Hemoglobina glicada HbAlc > 6.5%: La prueba debe realizarse en un laboratorio,
en donde se utilice un método conocido como NGSP (National Glycohemoglobin

Standardization Program, por sus siglas en inglés) (ADA 2014).
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2.2.2 Clasificacion

Actualmente a esta patologia se le clasifica en cuatro clases clinicas:

» La diabetes mellitus tipo 1 (DM1), cominmente se debe a una reaccidon autoinmune,
donde el sistema inmunoldgico destruye las células B, debido a ello la produccion de la
insulina sera deficiente y el paciente requerird de una administracion diaria de dicha
hormona. Se sabe que la DM1 puede afectar a personas de cualquier edad y generalmente
se desarrolla en nifios o adultos jovenes. Los sintomas como poliuria, polidipsia, polifagia,
pérdida de peso, trastornos visuales y cansancio, pueden aparecer de manera repentina

(IDF, 2015; OMS, 2015).

» La diabetes de tipo 2 (DM2), se caracteriza por dos defectos metabdlicos; la resistencia a
la insulina y la secrecion inadecuada de la misma. Este tipo de diabetes se observaba solo
en adultos, no obstante en la actualidad se estd manifestando con mayor frecuencia en

personas menores de 19 afios (IDF, 2015; OMS, 2015).

» Dentro de la categoria de otros tipos especificos de diabetes se incluyen aquellos que se
deben a distintas causas; como trastornos genéticos los cuales interfieren en la funcion
adecuada de las células B o que afectan directamente en la accion de la insulina,
enfermedades que afectan el pancreas, farmacos o quimicos y por trasplante 6rganos (ADA,

2014; IDF, 2015).

» En la Diabetes gestacional (DMGQG), la hiperglucémia se detecta o aparecen por vez
primera durante el embarazo (OMS, 2015). El riesgo de desarrollar DM2 aumenta en

personas que padecieron DMG (IDF, 2015).
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2.3 Diabetes mellitus tipo 2

2.3.1 Prevalencia

Tal como se menciond anteriormente, este tipo de diabetes es la que presenta mayor
prevalencia y se estima que para el 2040 el nimero de casos de DM2 aumentara a 20.6
millones. Asi mismo se ha observado que en paises de ingresos bajos y medios, las
comunidades rurales presentan una mayor predisposicion a esta enfermedad (IFD, 2015;

OMS, 2015).

El aumento de casos de personas con DM2 a nivel mundial puede estar asociado con el
desarrollo econémico, el envejecimiento de la poblacion, la creciente urbanizacion, a los

cambios en el estilo de vida como la dieta y la actividad fisica reducida (IFD, 2015).

Este trastorno se ha considerado de alto riesgo por el dafio que puede ocasionar a diversos
organos y por los grandes costos que genera directa e indirectamente (Nolan et al., 2011;
Secretaria de Salud, 2013). El diagnostico de la DM2 es complicado ya que es un
padecimiento de inicio silencioso, puede permanecer sin ser detectado durante muchos afios
y se manifiesta s6lo cuando ha evolucionado y las complicaciones han aparecido (ADA,

2014; IDF, 2015; OMS, 2015).

2.3.2 Definicion

La DM2 se ha determinado como un trastorno metabdlico caracterizado por hiperglucemia
y alteracion en el metabolismo lipidico, debido a que las células-B pancredticas son
incapaces de secretar la cantidad necesaria de insulina, esto como respuesta a diversos
factores como una nutricidon inadecuada, inactividad fisica, sobrepeso u obesidad y la
resistencia a la insulina en tejido adiposo, misculo esquelético y hepatocitos (Pagkalos,
2011; Nolan et al., 2011; DeFronzo et al., 2015). Es importante destacar que la
epidemiologia de la DM2 es ocasionada por diversos factores, pues es un trastorno
heterogéneo con una etiologia compleja (Nolan et al., 2011; Surya et al., 2014) y los

constituyentes clave que juegan un papel importante en el desarrollo de dicha patologia son
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la genética, epigenética, biologia celular y molecular, esta ultima incluye la programacion

fetal y neonatal (Nolan et al., 2011).

2.3.3 Resistencia a la insulina

Como se menciond, la DM2 se caracteriza por la resistencia a la insulina (RI) la cual

conduce a una acumulacion de glucosa en la sangre (IFD, 2015).

La RI se manifiesta por una disminucién en el transporte de glucosa inducido por la
insulina en adipocitos y musculo esquelético, hay un aumento de la produccion de glucosa
hepéatica y se dan alteraciones en el metabolismo de lipidos en tejido adiposo y hepatico

(Figura. 2) (Olivares & Arellano, 2008; Triplitt, 2012).

Se sabe que la RI se presenta en el musculo y el higado, sin embargo, afecta otros tejidos
como; adiposo, rifion, tracto gastrointestinal, vasculatura, tejidos del cerebro y las células 3
pancreaticas. En el miocito se presentan distintas anomalias que contribuyen a la RI,
incluyendo defectos en las vias de sefalizacion de la insulina, reduccion en la sintesis de
glucogeno muscular, el transporte de glucosa, la actividad del complejo piruvato
deshidrogenasa, la fosforilacion de la glucosa, menor cantidad en el nimero de receptores
de insulina y la actividad oxidativa mitocondrial. Entretanto en el higado, ocasiona un
aumento de la gluconeogénesis, que es responsable del incremento en la tasa de la

produccion basal de glucosa e hiperglucemia en ayunas (Triplitt, 2012; DeFronzo, 2015).

En general la RI se atribuye a multiples factores uno de ellos indica que se dan defectos en
la union de la insulina a su receptor. tras causas que se toman en consideracion son la
disminucion en el n mero de receptores y de su actividad de cinasa; el aumento en el estado
de fosforilacion en residuos de erina/ reonina ( er/ hr de prote nas en el receptor y su
sustrato; la baja actividad de las cinasas y At;y fallas en la e presion y funcion de

GLUT4 (Olivares & Arellano, 2008).
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Debido a la complejidad de la fisiopatologia de la DM2, se requieren de distintas
alternativas que permitan un tratamiento adecuado, a continuacién se describiran algunos

de ellos.

Figura.2 Resistencia a la insulina en adipocitos, higado y musculo (Tomada y modificada de

Stumvol et al., 2005)

2.4 Tratamiento para DM2

Las personas con DM requieren atencidon médica especializada, asi como educacion para el
autocuidado para prevenir las complicaciones agudas y reducir el riesgo de complicaciones
a largo plazo. La terapia para este padecimiento es compleja y requiere de estrategias que
disminuyan los riesgos multifactoriales. Cabe mencionar que el tratamiento para la diabetes

depende del tipo y severidad de la misma (Sistema Nacional de Salud, 2000; Pallab &
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Amartya, 2012; ADA, 2014; IDF, 2015; OMS, 2015). En el caso de la DM2 para mantener
controlados los niveles de glucosa, es necesario recurrir a una terapia farmacoldgica, como
los hipoglucemiantes orales. A la par debe imprentarse una dieta adecuada, ejercicio,
reduccién de peso y evitar el consumo de sustancias como tabaco y alcohol. Los factores
que deben tomarse en cuenta al elegir un fairmaco para el tratamiento de la DM2 son la
efectividad para disminuir los niveles de glucosa y reduccion del riesgo de complicaciones
(Roldan-Vences ef al. 2011). Si estos medicamentos son todavia insuficientes, se debera

considerar un tratamiento con insulina (Pallab & Amartya, 2012).

2.4.1 Hipoglucemiantes orales

Existen cinco clases principales de hipoglucemiantes orales (HO), para el tratamiento de la
diabetes. Cada farmaco presenta un mecanismo de accidon diferente asi como diversos
organos diana, se tienen hipoglucemiantes como las biguanidas, que inhiben el proceso de
la gluconeogénesis en el higado y mejoran la sensibilidad a la insulina; sensibilizadores de
insulina como tiazolidinedionas, que disminuyen la RI; inhibidores de a-glucosidasas, estas
reducen la absorcion intestinal de carbohidratos, mediante la inhibicion de las o-
glucosidasas en el borde del cepillo intestinal; las incretinas, hormonas que participan en la
regulacion de la insulina (GIP y GLP-1); y los secretagogos de insulina, que estimulan la
secrecion de insulina en las células B pancreaticas como las sulfonilureas y meglitinidas

(Ortiz-Andrade et al., 2009; Cheng & Fantus, 2005; Leech et al., 2011).

2.4.2 Sulfonilureas

En este estudio se utiliz6 como farmaco control glibenclamida (Gli), el cual es una
sulfuniurea (SU) de segunda generacion (Li et al., 2012). La Gli estimula la secrecion de la
insulina ya que act a sobre las células § del pancreas, teniendo un efecto hipoglucemiante

agudo (Amaya-Chavez et al., 2007).

Las SU actuan sobre las células B pancreéticas, el mecanismo de accion se presenta cuando

estas se unen al receptor a sulfunilureas 1 (SURI) (Simé & Hernandez 2002; Doyle & Egan
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2003; Roldan-Vences et al., 2011), acoplado a los canales de K dependientes de ATP
(Karp) (Cheng & Fantus, 2005; DiStefano & Watanabe, 2010). Por lo tanto al darse la
union, hay un cierre de los canales de K', desencadenando asi la despolarizacién de la
membrana celular y esta a su vez genera la apertura de los canales de Ca”" dependientes de

. 24 . . . . . .
voltaje, la entrada de Ca™ y su aumento intracelular, causa la exocitosis de insulina (Figura.

3) (DiStefano & Watanabe, 2010; Cheng & Fantus, 2005).

Figura. 3 Mecanismo de accion de las SU, funcionan como analogos de la glucosa, inhibiendo los
canales de K" dependientes de ATP, estimulando la secrecion de insulina (Tomada y modificada de

Cheng & Fantus, 2005).

Estos fAirmacos aumentan la actividad periférica de la insulina; sin embargo, son incapaces
de disminuir la glucemia en ausencia de islotes pancredticos (Escalante-Pulido, 2001;
Mazzola, 2012). Dentro de los efectos secundarios que pueden presentarse por su ingesta

estan la hiperinsulinemia, hipoglucemia, molestias gastrointestinales y aumento de peso al

11
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inicio del tratamiento (Alfaro et al, 2000; Simé & Hernandez, 2002; Cheng & Fantus,
2005; Roldan-Vences et al., 2011).

Las SU varian en duracion de accion, potencia, metabolismo, efectos adversos entre otras
propiedades farmacoldgicas. Las de segunda generacion se consideran con mayor potencia

y menor toxicidad (Sim6 & Hernandez 2002).

2.5 Modelo STZ-NA

Dada la heterogeneidad de la DM2, se requieren diferentes modelos animales, que permitan
comprender mejor el desarrollo de este padecimiento (Arias-Diaz & Balibrea, 2007; Tahara
et al., 2008). Considerando que ninguno de ellos reflejara por completo la complejidad del
trastorno, no obstante nos permitira conocer aspectos de la patogénesis y su progresion,
ademas de facilitar las pruebas con farmacos hipoglucemiantes (Bertram & Hanson, 2001).
En los modelos se pueden reproducir uno o mas rasgo clinicos de la DM2 humana. El
modelo elegido para algin experimento en particular depende de diversos factores (Arias-
Diaz & Balibrea, 2007). Para este trabajo se eligié un modelo inducido por administracion

de farmacos STZ-NA, el cual se describira a continuacion.

El modelo STZ-NA posee grandes ventajas ya que emula ciertas caracteristicas de la DM2
como lo es la intolerancia a la glucosa, la secrecion de insulina estimulada por glucosa o
bien por secretagogos de insulina. Mediante este modelo inducido por estreptozotocina
(STZ) y nicotinamida (NA), se ha podido establecer una hiperglucemia moderada y estable,
asociada con la pérdida de la secrecion de insulina postprandial, asi como una disminucion
aproximada del 50% en el contenido de insulina pancreética (Masiello, 2006; Tahara et al.,

2008).

12
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De acuerdo con Masiello (2006), para la induccion se
requieren ratas de dos meses de edad, a estas se les
inyecta via intraperitoneal una dosis de 200 a 230 mg/kg
de NA y después de 15 minutos se administra via

intravenosa una dosis de 65 mg/kg de STZ.

La STZ es un farmaco, aislado de Streptomyces
achromogenes, su molécula consta esencialmente de
una glucosa ligada a un fragmento reactivo de
nitrosourea y es un potente alquilante (Figura. 4A)

(Tahara et al., 2008; Szkudelski, 2012).

La Z es selectiva sobre las células B pancreaticas,
puesto que entra a ellas a través del transportador de
glucosa GLUT2. Una vez dentro, el fragmento de
nitrosourea es liberado y ejerce su actividad toxica,
aumentando la produccion de radicales libres e
induciendo multiples puntos de ruptura en la doble
hélice del DNA, seguido por la activacion de la enzima
poli (ADP-ribosa) polimerasa-1 (PARP-1), implicada en
la reparacion del DNA. Debido a la sobre estimulacion
de esta enzima, hay un agotamiento del NAD"
(nicotinamida adenina dinucle6tido) y por consecuencia
del ATP (adenosin trifosfato), lo que conlleva a la

muerte celular (Tahara ef al., 2008; Szkudelski, 2012).

Para que el dafio en el modelo utilizado sea moderado
se administra una dosis de nicotinamida. La NA es la

forma amida de la vitamina Bj; (niacina) (Figura. 4B) y

HO

OH OH

HN O

O N
NN
\N/ \CHg

A) Estreptozotocina
O

T NH;
G

B) Nicotinamida

Figura. 4 A) Estructura quimica de la STZ [2-
deoxi-2-(3-metil-3-nitrosourea)-D-glucopiranosa] y
B) Estructura quimica de la NA [piridina-3-
carboxamida].
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es capaz de proteger parcialmente a las células B contra la citoto i cidad de la STZ, por dos
mecanismos: es un precursor de NAD" e inhibe a la PARP-1 (Tahara et al, 2008;
Szkudelski, 2012).

Es importante aclarar que la sensibilidad a la STZ y la NA varia segun la especie animal, la
cepa, el sexo, la edad y el estado nutricional. La edad de las ratas es un factor significativo,
ya que las células B de los animales mas jovenes pueden regenerarse. Ademas el modo y
ruta de su administracion resultan determinantes para su efecto. La principal ventaja de los
modelos basados en administracion de farmacos, es que el grado de alteracion de las células
B puede ser regulado de acuerdo con la dosis de toxina administrada (Arias-Diaz et al.,

2007; Szkudelski, 2012).
2.6 Medicina tradicional y complementaria

La medicina tradicional y complementaria se utiliza en todo el mundo, la mayor parte de la
poblacion rural de los paises en desarrollo recurren a este tipo de medicina, ya que en la
mayoria de los casos representan la principal fuente de atencion sanitaria, y/o a veces la

unica (Saric-Kundalic ef al., 2011; OMS, 2014).

La medicina tradicional se define como el conjunto de conocimientos, capacidades y
practicas basadas en teorias, creencias y experiencias propias de diferentes culturas, ya sea
que se puedan explicar o no, utilizadas para mantener la salud y prevenir, diagnosticar,
mejorar o tratar enfermedades fisicas y mentales. Ademas de este término existe el de
medicina complementaria o medicina alternativa, el cual hace referencia a un conjunto de
practicas de atencion de salud que no forman parte de la tradicion ni de la medicina
convencional de un pais dado, ni estdn totalmente integradas en el sistema de salud
predominante. En ciertos paises, estos términos se utilizan indistintamente para referirse a
la medicina tradicional. Existe una definicion adicional la cual se conoce como medicina
tradicional y complementaria (MTC), fusiona los términos medicina tradicional y medicina

complementaria, esta abarca productos, practicas y profesionales (OMS, 2014).
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Meéxico cuenta con una gran riqueza de conocimientos tradicionales (Judrez-Vazquez et al.,
2013) ya que el uso de plantas medicinales ocurri6 desde la época prehispanica (Diaz,
1984). El conocimiento tradicional es el resultado de diversas observaciones y
experimentos empiricos de generaciones de estudiosos observadores de la naturaleza. Ellos
registraban y transmitian sus saberes a las nuevas generaciones, a través de sus estelas,
codices (en donde se plasmo el manejo y aprovechamiento prehispanico de la flora
mexicana) o por medio de ensefianzas verbales. Los "tlamatine" (aquel que sabe algo), eran
sabios nahuas responsables de componer, pintar, conocer y ensefiar los cantos y poemas en

que preservaron su entendimiento cientifico (Gispert et al., 1988, Gomez-Pompa, 2004).

Las plantas medicinales en México se han utilizado no s6lo para el tratamiento empirico de
muchas enfermedades, también se han utilizado en practicas religiosas (Diaz, 1984;
Andrade-Cetto, 2009). La herbolaria mexicana involucra el uso de diversas plantas nativas,
asi como el uso de plantas introducidas desde diversas partes del mundo (Juarez-Vazquez et
al., 2013). Beltran et al. (2014) consideran que los componentes que influyen en la
seleccion de las plantas en las comunidades indigenas de México son; los biologicos,
ecologicos y los socio-culturales, incluyendo otros factores como; las técnicas de

produccion y practicas, la religion, el género y la edad.

Segin la MTC mexicana, existen ciertas preferencias por las partes usadas de las plantas,
esto va a depender de la enfermedad o afeccion a tratar, al igual que los modos de empleo
van a variar en funcion de la enfermedad. Se acepta que los efectos beneficiosos de las
plantas medicinales, se pueden deber a componentes activos presentes en la planta entera,
en determinadas partes de la planta (tallos, hojas, raices flores o frutos), en materiales
vegetales o en combinacion de los mismos, ya sea crudos o procesados (Rodriguez-Fragoso

et al., 2008).

Para el afio 1996 Morales, report6 que en todo el mundo se usaban en fitoterapia entre 35,
000 y 70,000 especies. De 265,000 especies de plantas con semillas reportadas, s6lo de una

pequefia fraccion se ha investigado su fitoquimica y s6lo una submuestra se ha estudiado
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adecuadamente, en términos de sus propiedades farmacoldgicas. Se estima que hasta el
momento 5,000 especies de plantas han sido cientificamente probadas por su valor médico

(Saric-Kundalic et al., 2011).

Andrade- Cetto (2009), calculdé que en México aproximadamente 5,000 plantas son de uso
medicinal. Estas plantas se comercializan en las principales ciudades y en algunas regiones
del pais. Aproximadamente 350 especies medicinales (frescas y secas) enteras, partes de
ellas o en mezclas diversas, resultan en un producto que se vende en los puestos de

herbolaria de los mercados (Huerta, 1997).

Se sabe que mas del 50% de todos los medicamentos, de uso clinico a nivel mundial
provienen de productos a base de plantas o sus derivados. Las encuestas etnomédicas son
una fuente fiable para el descubrimiento de nuevos farmacos (Kadir et al., 2012). El uso

potencial de las plantas como fuente de farmacos esta todavia pobremente explorado.

Debido a la falta de estudios que permitan comprobar la eficacia de estas plantas, se han
buscado distintas estrategias que permitan la resolucion a dicha demanda. En 2014 1la OMS
propone una estrategia sobre medicina tradicional, la cual tiene como objetivos principales
prestar apoyo a los Estados Miembros a fin de que: aprovechen la contribucion potencial de
la MTC a la salud, el bienestar y la atencion de salud centrada en las personas, y
promuevan la utilizacién segura y eficaz de la MTC a través de la reglamentacion y la
investigacion, asi como mediante la incorporacion de productos, profesionales y practicas

en los sistemas de salud (OMS, 2014).

En México se ha sugerido que se inicien programas enfocados en la identificacion,
preparacion, cultivo y la conservacion de plantas medicinales utilizadas por la MTC y que
con ayuda de la tecnologia se evalué la calidad asi como su eficacia (Fleurentin & Pelt,

1990).
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El interés farmacologico clinico en la eficacia y seguridad de las hierbas medicinales ha
crecido durante los ultimos afios, debido a la constatacion de que muchas personas se
automedican usando estos agentes. Hay un conocimiento limitado en los trabajadores de la
salud (farmacéuticos, médicos, enfermeras y trabajadores sociales) sobre la farmacologia y
toxicologia de los remedios herbales mas cominmente usados por sus pacientes
(Rodriguez-Fragoso et al., 2008). Por lo tanto se requiere de investigacion especifica que
rescate y respalde el conocimiento tradicional, que caracterice quimicamente plantas y
extractos, ya que existen pocos estudios que combinan un enfoque fitoquimico y

farmacologico detallado (Rodriguez-Fragoso ef al., 2008).

2.7 Plantas hipoglucemiantes

Se ha encontrado que muchas plantas medicinales utilizadas por diversos pueblos indigenas
de todo el mundo, son utiles en el tratamiento de la DM por su accion hipoglucemiante
(McCune & Johns, 2002). La MTC juega un papel importante en el tratamiento de la DM2,
ya que en los paises en desarrollo los medicamentos convencionales resultan costosos, por
tanto las plantas hipoglucemiantes se estiman como una opcion rentable. Una gran ventaja
del uso de las plantas medicinales es que son de facil acceso y se considera que sus efectos
secundarios son relativamente bajos. Muchos de los farmacos disponibles en la actualidad,
han derivado directa o indirectamente de plantas u hongos y se han utilizado con éxito para
el tratamiento de la DM2, como ejemplos estdn la metformina (derivada de Galega
officinalis), la acarbosa (derivada de Actinoplances spp.) y 4 hidroxi-isoleucina (derivada

de Trigonella foenum-graecum) (Kadir et al., 2012; Arumugam et al., 2013).

Cientos de extractos o principios activos de plantas medicinales reportadas para diabetes,
han sido seleccionados por su actividad hipoglucemiante, tanto in vitro como in vivo. En
algunos informes etnomédicos se consideraba que entre 800 a 1000 especies de plantas, se
investigaron para el tratamiento de la diabetes. De estas especies se obtuvo que
aproximadamente el 80% demostr6 efecto hipoguclemiante. Para la mayoria de los casos, el

o los compuestos quimicos responsables de la actividad farmacologica se aislaron e
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identificaron, la informacion obtenida permitio dilucidar los mecanismo de accion mediante
los cuales actuan dichos compuestos (Oubré et al., 1997; Arumugam et al., 2013). Reportes
recientes estiman que la poblacién mexicana utiliza alrededor de 500 especies para tratar la

DM2 (Andrade-Cetto & Heinrich, 2005).

De los compuestos quimicos aislados de plantas con efecto hipoglucemiante se tienen
documentados alcaloides, glucosidos, goma de galactomanano, polisacaridos,
peptidoglicanos, hipoglicanos, guanidina, esteroides, hidratos de carbono, glicopéptidos,
terpenoides, aminoacidos e iones inorganicos (Oubré et al., 1997). Ramirez et al. en 2012,
han demostrado que algunas preparaciones de plantas, contiene glucosidasa y/o inhibidores

de lipasa.

Debe considerarse que no todas las plantas reportadas con actividad biologica son del todo
seguras, por lo tanto se requiere identificar aquellas plantas hipoglucemiantes con
verdadera eficacia y seguridad terapéutica (Oubré et al., 1997; Arumugam et al., 2013). Es
necesario entonces realizar estudios pre-clinicos en algiin modelo animal, que permita
explorar el riesgo y los beneficios de las plantas, y en un futuro determinar si presentan
efecto en ensayos clinicos, es aqui donde comienza el trabajo de la etnofarmacologia
(Andrade-Cetto & Heinrich, 2005; Rodriguez-Fragoso et al., 2008; Ortiz-Andrade et al.,
2009).

2.8 Etnofarmacologia

Para que los avances en el area de la MTC puedan realizarse se requiere de grupos
interdisciplinarios, tales grupos deben ser capaces de disefiar estrategias coordinadas y
secuenciales utilizando sus propios métodos. Una disciplina que enfatiza la necesidad de
entender los usos y efectos de las plantas en su contexto cultural, asi como considerar

aspectos quimicos y farmacologicos de las mismas, es la etnofarmacologia (Diaz, 1984).
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En México contamos con aproximadamente 62 diferentes grupos étnicos, cada uno con su
propia cultura, lengua y repertorio de plantas medicinales (Juarez-Vazquez et al., 2013). La
comunidad cientifica, se ha percatado de esta riqueza y del conocimiento que ain
conservan estas etnias del pais. Gran parte del conocimiento tradicional prehispanico se ha
perdido sin embargo, los grupos sobrevivientes a la conquista han conservado y
enriquecido el conocimiento tradicional y lo han transmitido a las nuevas generaciones.
Esto a pesar de la ideolog a del Mé¢ i co moderno que busca "modernizar” a los grupos

étnicos (Gomez-Pompa, 2004).

Debido a la riqueza cultural del pais y a su diversidad vegetal se considera un lugar 6ptimo

para realizar estudios etnofarmacoldgicos (Andrade-Cetto, 2009).

La etnofarmacologia se ha visto como una herramienta para el hallazgo de nuevos
compuestos derivados de plantas y/o animales utilizados en la MTC, que pueden emplearse
para el desarrollo de nuevos productos farmacéuticos. También permite saber si existe una
amenaza a la integridad de las culturas indigenas, promueve la conservacion de los recursos
y fomenta la interaccion entre los pueblos indigenas y los investigadores. Si bien, los
enfoques anteriores son muy diversos, se relacionan por compartir una vision estatica del

uso de las plantas medicinales locales y tradicionales (Heinrich et al., 2006; Waldstein,

2006).

Waldstein (2006) considera a la etnofarmacologia como la interseccion de la etnografia

médica y estudios biologicos de la accion terapéutica.

Con base en Andrade-Cetto & Heinrich (2011), la etnofarmacologia se define como el
estudio del uso tradicional de productos naturales biologicamente activos y tiene como

objetivo comprender sus acciones terapéuticas.
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La etnofarmacologia es interdisciplinaria, ya que engloba métodos de diversas disciplinas
como la etnoantropologia, etnobotanica, fitoquimica, farmacologia y toxicologia (Waller,

1993).

Uno de los retos para los etnofarmacélogos es recopilar e interpretar de manera adecuada la
informacion que reciben de los informantes sobre los remedios y su relacion con las

enfermedades (Waller, 1993).

Por otro lado, las propiedades medicinales y farmacologicas empiricamente aprendidas y la
seleccion de las plantas medicinales, dependen de las caracteristicas cognitivas, factores
ecoldgicos y la historia cultural. E1 comprender la razén por la cual se usa o no un taxén, es
de interés etnofarmacoldgico, ya que ayuda a explicar si los principios farmacologicamente
activos representan la aplicacion empirica y si una evaluacion farmacologica es razonable

(Weckerlea et al., 2011).

La etnofarmacologia cuenta con diversas aplicaciones, nos brinda informacion bésica sobre
nuestras culturas tradicionales, asi como de la composicion quimica y los efectos de las
plantas de mayor importancia. Ademas, el rescate del conocimiento ancestral de las culturas

indigenas es de caracter urgente, ya que estos grupos son cada vez mas escasos (Diaz,

1984).

Los estudios realizados en campo son de vital importancia, para la realizacién de un estudio
etnofarmacologico ya que, al entrevistar a los informantes de las comunidades, se obtiene
de primera mano, la informacién de plantas que pueden presentar efectos farmacoldgicos,
ademas de que se obtiene informacion sobre sus usos, el modo de empleo, dosis y

enfermedades para las cuales se utilizan (Samario, 2013).

La aplicacion de la etnofarmacologia no debe ser unidireccional para el desarrollo de la

investigacion y herramientas para la ciencia y nuestra cultura, sino que debe promover la
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salud entre las culturas indigenas que generaron la informacién en un marco de

ecodesarrollo (Diaz, 1984).

En la actualidad, se han desarrollado marcos legales internacionales para proteger la
propiedad intelectual de las culturas y personas con conocimientos especializados sobre los
usos de las plantas, asi como material biologico originario de una region politica (Salick et
al., 2003). Recientemente se dio a conocer el Protocolo de Nagoya el cual promueve el uso
de recursos genéticos y de los conocimientos tradicionales, y fortalece las oportunidades
para compartir de manera justa y equitativa los beneficios que se deriven de su uso. Uno de
los objetivos del Protocolo es generar incentivos para conservar la diversidad biologica y
para utilizar de manera sostenible sus componentes, y asi mejorar la contribucion de la
diversidad biologica al desarrollo sostenible y al bienestar del ser humano (Secretaria del

Convenio sobre la Diversidad Biologica, 2011).

Como se menciond la etnofarmacologia es multidisciplinaria debido a sus diversos
enfoques, una de las disciplinas con la cual estd estrechamente relacionada es la
fitoquimica, puesto que con ella pueden identificarse y determinarse las estructuras

quimicas que componen el material vegetal en estudio.

2.10 Fitoquimica

Las plantas son fundamentales en el desarrollo de la medicina moderna. Su accion
preventiva o curativa se debe a sustancias quimicas que provocan un efecto fisiologico en el
organismo. Estas sustancias se conocen como principios activos y generalmente, son

producto del metabolismo secundario de la planta (Lock de Ugaz, 1994; Morales, 1996).

Los metabolitos secundarios (MS) sintetizados por las plantas, son compuestos de bajo
peso molecular. Estos varian entre grupos taxonémicos, incluso pueden estar restringidos a
una familia, un género o una especie y se consideran marcadores taxonémicos de familias y

géneros (Garcia, 2004; Vilela ef al., 2011).
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Se ha detectado que una gran variedad de metabolitos secundarios sirven de diversas
maneras en diferentes grupos de plantas (Bourgaud et al., 2001). Cumplen distintas
funciones a nivel fisiologico y ecoldgico; un ejemplo de su importancia a nivel fisioldégico
son los flavonoides, que protegen de la radiacion UV. A nivel ecoldgico, sirven para atraer
polinizadores o bien intervienen como defensa ante patdgenos (bacterias, virus u hongos) o
contra la herbivoria (Sepulveda- Jiménez et al., 2003; Garcia, 2004; Pérez-Alonso et al.,

2011).

Hasta el momento se tiene registro de por lo menos 100,000 MS producidos por plantas.
Anualmente se describen al menos 1,600 estructuras quimicas nuevas, las cuales son
obtenidas de plantas superiores y una gran cantidad tiene actividad bioldgica (Pérez-Alonso

etal., 2011).

En la Tabla. 1 se muestran algunos de los grupos de MS, retomando algunos conceptos de

Vilela et al., 2011; Avalos Garcia & Pérez-Urria Carril, 2009.

Los principios activos tienen propiedades medicinales, preventivas o bien incrementan el
bienestar. La farmacologia se encarga de analizar el efecto que tienen las sustancias de
origen natural en el organismo. Por otro lado, la fitoquimica mediante un analisis de
extractos, permite detectar y posteriormente identificar los principios activos, responsables
de las propiedades atribuidas a las plantas. Tiene entonces como objetivo principal,
determinar el o los metabolitos secundarios, presentes en la planta de interés. Para la
identificacion de los compuestos secundarios, se requiere seguir una serie de técnicas de
extraccion, purificacion y determinacion estructural, ejemplo de ello es la cromatografia en

capa fina (Lock de Ugaz, 1994; Morales, 1996).
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2.11 Cromatografia en capa fina

El método de referencia para la farmacopea es siempre la cromatografia en capa fina
(CCF), ya que cuenta con ciertas ventajas; como su simplicidad, puesto que es de operacion
facil, asi mismo es de separacion rapida, ademds de ser econdmica, porque requiere
pequefias cantidades de disolvente, es por ello que se utiliza ampliamente en diversos
campos para separar o purificar mezclas de compuestos quimicos y biologicos. La CCF
basada en tecnologias de separacion tiene vasta popularidad en varios campos de

investigacion (Pothier et al., 2001; Cheng et al., 2011; Zhang et al., 2014).

La CCF generalmente se utiliza para analizar muestras en crudo con un nivel minimo de
purificacion y es uno de los métodos de separacion mdas adecuados para andlisis de alto

rendimiento (Cheng et al., 2011).

Esta técnica de separacion se basa en las diferentes afinidades de los compuestos o una
mezcla de dos fases inmiscibles, una fase movil y una fase estacionaria. (Reich & Schibli,
2007). La fase movil, es un conjunto de soluciones organicas que abarcan una amplia gama
de hidrofobicidades. Mientras que la fase estacionaria es un absorbente s6lido, orgéanico o
inorganico como silice, silice-alquilo (C8 o C18), celulosa o polimero monolitico, los
cuales recubren una superficie plana, ya sea de vidrio, aluminio o poliéster (Reich &

Schibli, 2007; Cheng et al. 2011; CHEM, 2015).

Se coloca la parte inferior de la placa de CCF en una camara con los eluyentes, los cuales
se desplazan hacia arriba de la placa por accion capilar. La separacion de los compuestos
quimicos sobre la fase estacionaria, se cuantifican en términos del valor Rf (distancia
recorrida por el compuesto/ distancia recorrida por la fase movil), que expresa retencion
relativa. Ademas de las fases estacionaria y movil, también estd presente y tiene una gran
influencia la fase gaseosa. Dependiendo de la polaridad de los compuestos estos van a
desplazarse hacia arriba, ubicdndose a distintas distancias de su lugar original. La mayoria

de las placas de cromatografia llevan un indicador fluorescente que permite observar los
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compuestos activos bajo luz ultravioleta. El indicador absorbe la luz UV, emitiendo luz
visible. La presencia de un compuesto activo en el UV evita que el indicador absorba la luz
en la zona en la que se encuentra el producto, como resultado se aprecia una mancha en la
placa. En el caso de compuestos que no absorben la luz UV, se requiere utilizar un agente
revelador, este tiene que reaccionar con los productos adsorbidos proporcionando
compuestos coloreados (Reich & Schibli, 2007; Cheng et al. 2011; Zhang et al. 2014;
CHEN, 2015).

2.12 Eryngium longifolium Cav.

En un estudio etnobotanico realizado por Andrade-Cetto en 2009, se reportan para el
municipio de Tlanchinol Hidalgo, México, diversas especies de plantas valiosas para la
MTC. Este trabajo incluye algunas plantas hipoglucemiantes, entre ellas pinuela (Eryngium
longifolium), de la cual ain no se tienen reportes previos de valor farmacoldgico y
fitoquimico, por ello se eligio para este trabajo. En la Tabla. 2, observamos su clasificacion

taxondmica.

2.12.1 Clasificacion taxonémica de E. longifolium Cav.

Tabla. 2 Clasificacion taxonoémica de E. longifolium Cav (Tropicos,
2015)

Division: Magnoliophyta
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Asteranae
Orden: Apiales
Familia: Apiaceae
Género: Eryngium
Especie: Eryngium longifolium Cav.

25


http://www.tropicos.org/Name/100352415

Efecto hipoglucemiante agudo de Eryngium longifolium Cav. en ratas hiperglucémicas STZ-NA

2.12.2 Sin6nimos de E. longifolium Cav.

-Eryngium langlassei H. Wolff

Mathias, M. E. & L. Constance. 1941. A synopsis of the North American species of
Eryngium. Amer. Midl. Naturalist 25(2): 361-387.

-Eryngium watsonii J.M. Coult. & Rose

Mathias, M. E. & L. Constance. 1941. A synopsis of the North American species of
Eryngium. Amer. Midl. Naturalist 25(2): 361-387.

2.12.3 Distribucion del género Eryngium

El género Eryngium L. pertenece a la subfamilia Saniculoideae Drude, de la familia
Apiaceae Lindley, también conocida como Umbelliferae Juss. Agrupa alrededor de 250 a
300 especies distribuidas en las regiones templadas y tropicales de nuestro planeta. Estas
especies se distribuyen
dentro de los
hemisferios oriental y
occidental. En cada
hemisferio, se
reconocen dos centros
de diversidad: la zona
centro-occidente de
Meéxico y centro-oriente
de Sudamérica, y el
oeste de la region del
Mediterraneo 'y el
suroeste de  Asia.

Aproximadamente dos Figura. 5 Distribucion de E. longifolium Cav., en la Republica Méxicana,

) ) reportada para los estados de; Sonora, Sinaloa, Nuevo Leo6n, Nayarit,
tercios de las especies Jalisco, Michoacan, Hidalgo, Guerrero y Oaxaca (Encyclopedia of Life,

2015).
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de Eryngium se distribuyen en el norte, centro y sur de América (Calvifio et al., 2008,

Muckensturm B. et al., 2010; Garcia-Ruiz, 2013).

Eryngium se considera cosmopolita, ya que crece en diversos habitats como; lugares

pantanosos, bosques y zonas abiertas con pastizal. Para México se han reportado alrededor

de 60 especies (Garcia-Ruiz, 2013). En el caso particular de Eryngium longifolium Cav., se

reporta para los estados de Sonora, Sinaloa, Nuevo Ledn, Nayarit, Jalisco, Michoacan,

Hidalgo, Guerrero y Oaxaca (Tropicos, 2015) (Figura.5).

2.12.4 Descripcion del género Eryngium

Son herbaceas bianuales o perennes, caulescentes o
acaulescentes, usualmente glabras y erectas (Garcia-

Ruiz, 2013).

Los miembros de este género se distinguen
facilmente de otros miembros de Apiaceae por sus
inflorescencias capitadas y una bractea por flor. El
género, sin embargo, es extremadamente variable
morfoldégicamente. Algunas son postradas y llegan a
medir pocos centimetros de altura; mientras que
otras son erectas y llegan a medir hasta 3 m (Calviiio

et al., 2008).

Tienen raices fuertes o raicillas fibrosas. Las hojas
son simples, lobadas o espinoso-dentadas a lineares,
de venacion variable, desde reticuladas hasta
paralelinervias y con aspecto semejante al de algunas

monocotiledoneas. Las flores se encuentran

Figura. 6 Foto de ejemplar de Herbario de E.
longifolium Cav. (Tomado de Tropicos, 2015).

dispuestas en cabezuelas bracteadas, el caliz generalmente estd mejor desarrollado que la

corola, los pétalos son de color blanco a parpura y sésiles. El fruto es globoso u ovoide,
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cubierto con escamas o tubérculos (Figura. 6). En general la polinizacion es entoméfila

(Garcia-Ruiz, 2013).

2.12.5 Usos y fitoquimica de Eryngium

En cuanto a sus usos varias especies de Eryngium son comestibles o se cultivan como
ornato. De otras se aprovechan las raices en confiteria. Ademas, se han descrito las distintas
propiedades medicinales que se han atribuido a sus representantes como tonicos
afrodisiacos, alexitérico, antihemorroico, diaforético, digestivo, diurético, emenagogo,
emético, expectorante, topico, para desordenes urinarios y uterinos, y como bebida

ceremonial (Pald, 2002; Garcia-Ruiz, 2013).

De acuerdo con Pala, (2002), para la especie E. longifolium se ha reportado que sus usos

medicinales son como diurético, emenagogo y alexitérico.

Respecto a los estudios fitoquimicos de distintas especies de Eryngium, se ha encontrado
que este género se puede reconocer por la presencia de poliacetilenos, flavonoides,

saponinas, cumarinas y glicosidos monoterpenicos (Muckensturm B. et al., 2010).

De acuerdo a los estudios entonobotanicos realizados por Andrade-Cetto (2009) en
Tlanchinol, Hidalgo, México, reportd que algunos pacientes diabéticos utilizaban para
controlar esta afeccion una infusion de E. longifolium (nombre vernaculo pinuela), la cual
utilizan de manera tradicional en forma de infusion, agregando un pufio de esta (20 g) en
500 mL de agua y la consumen como agua de dia, los pacientes referian que la planta se

conseguia en el mercado municipal de Huejutla o en los senderos del rio en esa misma

localidad.
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3. JUSTIFICACION

Al ser la DM2 una de las enfermedades con mayor prevalencia en México la cual afecta a
11.5 millones de personas y debido al incremento de futuros casos que afectaran a la
poblacion, se requieren de nuevas y mejores estrategias que ayuden a reducir estas cifras. El
uso de plantas que presentan actividad hipoglucemiante pueden funcionar como
coadyuvantes en el tratamiento de la DM2, por esta razon es importante realizar estudios
farmacologicos que evalien sus efectos. En 2009 se reportd E. longifolium, como una
planta utilizada para el tratamiento de diabetes, no obstante solo posee estudios
etnobotédnicos. Por ende se considera importante su estudio farmacolégico, con la finalidad

de obtener resultados que validen si esta cuenta con un efecto hipoglucemiante.
4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

e Evaluar el efecto hipoglucemiante agudo de Eryngium longifolium Cav.
administrado por via oral a ratas Wistar con hiperglucemia moderada inducida con
STZ-NA. Y determinar los grupos de metabolitos secundarios que presenta dicha

planta.

4.2 Objetivos particulares

 Determinar el efecto hipoglucemiante agudo del extracto acuoso y etanol-agua de
Eryngium longifolium Cav. a dos dosis, administrado por via oral a ratas Wistar con

hiperglucemia moderada inducida con STZ-NA.

» Mediante la técnica de cromatografia en capa fina, determinar si los extractos
acuoso y etanol-agua de Eryngium longifolium Cav. poseen; compuestos fendlicos,

glicosidos, alcaloides y terpenos.
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5. HIPOTESIS

- Hol: La administraciéon aguda por via oral del extracto acuoso de Eryngium
longifolium Cav. a dosis tradicional y dosis tradicional elevada x10, no presenta

efecto hipoglucemiante en ratas con hiperglucemia moderada STZ-NA.

- Hal: La administracion aguda por via oral del extracto acuoso de Eryngium
longifolium Cav. a dosis tradicional y dosis tradicional elevada x10, presenta un

efecto hipoglucemiante en ratas con hiperglucemia moderada STZ-NA.

- Ho2: La administracion aguda por via oral del extracto etanol-agua de Eryngium
longifolium Cav. a dosis tradicional y dosis tradicional elevada x10, no presenta

efecto hipoglucemiante en ratas con hiperglucemia moderada STZ-NA.

- Ha2: La administracién aguda por via oral del extracto etanol-agua de Eryngium
longifolium Cav. a dosis tradicional y dosis tradicional elevada x10, presenta un

efecto hipoglucemiante en ratas con hiperglucemia moderada STZ-NA.
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6. METODO

6.1 Colecta de Eryngium longifolium Cav.

Tomando en cuenta que los pacientes que utilizan E. longifolium la adquieren en el

mercado de Huejutla, el material vegetal se encargd a los vendedores del mercado para

asegurar que la planta estuviera
completa (Figura. 7). Su compra se
llevo a cabo a finales del mes de
octubre del 2012, teniendo el nimero

de colecta 225.

Con el material vegetal obtenido, tres
de ellos se destinaron como
ejemplares de herbario y se
encuentran  depositados en; el
Herbario  Nacional de  Meéxico
(MEXU) con el nimero de registro
1396849, el Herbario del Instituto
Mexicano  del  Seguro  Social
(IMSSM), con el nimero de registro
16170 y el Herbario de la Facultad de
Ciencias de la UNAM (FCME), con el
niamero de registro 148397, este
ultimo ejemplar se utilizd para su
determinacion taxonémica por el M. en

C. Ramiro Cruz Duran  del

Figura.7 Fotografia dentro del mercado de Huejutla local No. 87
(Huejutla, Hgo., Noviembre 2014, G. Pérez).

Departamento de Biologia Comparada de la Facultad de Ciencias.
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En el Laboratorio de Etnofarmacologia de la Facultad de Ciencias, UNAM, el material
vegetal colectado, se limpid y se selecciond. Posteriormente las hojas y raices de E.
longifolium se molieron en un molino MF 10 basic IKA® y se almacenaron a temperatura

ambiente.
6.2 Elaboracion de extractos de Eryngium longifolium Cav.

6.2.1 Extracto acuoso

Retomando el modo de preparacion tradicional, se pesaron 20 g de la planta E. longifolium,
previamente molidos y se agregaron a 500 mL de agua hirviendo, esto se agitd durante 15
minutos. A continuacion, se dejo enfriar para filtrarlo al vacio con diatomita J.T. Baker®,
una vez filtrado se colocd por 24 horas en un ultracongelador REVCO®, a una temperatura
de -40°C. Por ultimo, se colocé en una liofilizadora LABCONCO® Freezone 2.5,

aproximadamente por 24 horas.
6.2.2 Extracto etanol-agua

Se pesaron 20 g de la planta molida y se adicionaron a 500 mL de etanol-agua destilada, en
una proporcion 50:50. Esta preparacion se calentd a una temperatura de 35°C y se mantuvo
en agitacion, por aproximadamente 4 horas. A continuacion, se filtro al vacio con diatomita
J.T. Baker®, con el precipitado se repiti6 el proceso. El extracto se colocd en el rotavapor
Biichi® para extraer el etanol. Posteriormente se coloc6 en un ultracongelador REVCO®

por 24 horas, a una temperatura de -40°C. Para finalizar el procedimiento, se liofilizd por

24 horas.
6.3 Calculo DER

El DER (Drug extract ratio) es necesario para la determinacién de una preparacion a base
de hierbas. Este término se refiere a la relacion de la masa del material vegetal inicial

(droga herbal) a partir de la masa del extracto resultante (preparacion herbal) (Ecuacion. 1).
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La cantidad, composicién y DER de un extracto, se ven influenciadas por lo siguiente:

sustancia vegetal, solvente de extraccion y procedimiento (Vlietinck et al., 2009).

droga herbal (g)
DER = — =x:1
preparacion herbal (g)

Ecuacion. 1 Férmula para la obtencion del DER

6.4 Dosis del extracto de Eryngium longifolium Cav.

La dosis se estandarizo por el laboratorio de Etnofarmacologia de la Facultad de Ciencias,
UNAM. Se considera que una persona con un peso de 70 kg toma al dia el extracto acuoso
con una cantidad de 20 g de planta. La dosis obtenida del extracto acuoso fue de 0.03 g/kg
y la dosis elevada fue de 0.310 g/kg. En cuanto al extracto etanol-agua la dosis fue de 0.032
g/kg y la dosis elevada fue 0.318 g/kg. Dichas dosis se calcularon para el peso de una rata.

Ambos extractos se diluyeron en 1.5 ml de solucion fisiologica (Tabla. 3).
6.5 Dosis de glibenclamida

La dosis administrada de Gli fue de 5 mg/kg (Li et al., 2012; Rai et al., 2012).en 1.5 mL de

solucion fisiologica.
6.6 Animales experimentales.

Se emplearon ratas de la cepa Wistar, por cada grupo experimental se utilizaron 11 ratas de
ambos sexos, con una edad aproximada de dos meses y un peso de 200g. Las cuales se
mantuvieron en el bioterio de la Facultad de Ciencias de la UNAM, en una zona especial

asignada al laboratorio de Etnofarmacologia.
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Las ratas se mantuvieron bajo condiciones controladas, a una temperatura de 25°C, con
55% humedad y con un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad. Dentro de dicha
area, se cuenta con anaqueles, en los cuales se acomodaron cajas de acrilico con tapas de
rejilla de acero inoxidable, en ellas se agruparon a los animales de acuerdo a su sexo y se
etiquetaron adecuadamente, ademas a cada caja se le colocaba diariamente una cama de
aserrin, un bebedero y 10 nutricubos Harlan® por rata. El aseo de esta area se realiz6 por el

grupo de trabajo del Laboratorio de Etnofarmacologia de la Facultad de Ciencias.
6.7 Induccion de hiperglucemia moderada por STZ-NA.

Para la induccion de una hiperglucemia moderada en ratas, se utilizd el modelo STZ-NA,
propuesto por Masiello et al. en 1998, con algunas adecuaciones. Un dia antes de la
inyeccion se preparo la STZ, se disolvid en un buffer de acetatos (acetato de sodio + acido
acético) con un pH de 4.5 y se dejoé reposar por un dia. En tanto que la NA, se disolvid el
mismo dia de la induccion en 2 mL/kg de solucion fisiologica. Se utilizaron ratas con un

peso aproximado de 200-250 g, antes de llevar a cabo la induccion, se dejaron en ayuno por

Figura. 8 Fotografia de la administracion via intraperitoneal de NA 150 mg/kg
(Laboratorio de Etnofarmacologia, Agosto, 2013, G. Pérez)
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un periodo de 12 horas. A estas ratas se les administré via intraperitoneal 150 mg/kg de NA
(Figura. 8) y 15 minutos mas tarde se les administré 65 mg/kg de STZ via intravenosa, en

la vena caudal (Figura. 9).

Se mantuvieron en observacion por un lapso aproximado de una hora y fueron trasladadas
nuevamente al bioterio. Pasados dos dias de la induccidn con los farmacos, se midieron los
niveles de glucosa, para llevar un control sobre la respuesta a la induccion. Una semana

después de la inyeccion, los valores eran estables.

Figura. 9 Fotografia de la administracion via intravenosa de STZ 65 mg/kg (Laboratorio de
Etnofarmacologia, Agosto, 2013, G. Pérez)

6.8 Medicion de glucosa

Se realizd un corte en la punta de la cola de la rata y de la vena caudal se extrajo una gota
de sangre, la cual se depositd en una tira reactiva Accutrend® Glucose y se colocod en un
glucémetro Accutrend® Plus. Cada prueba se realizo por duplicado, cada medicion se llevo

a cabo en los tiempos 0, 60, 120 y 180 minutos.
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6.9 Diseflo experimental

Se crearon siete grupos a los cuales se les administré oralmente distintos tratamientos. En
los grupos CN y CH, la medicion de glucosa se tomo en el tiempo 0 min, posteriormente se
les administro via oral 1.5 mL de solucion fisiologica, mediante una canula esofagica y una
jeringa. Y como se describid con anterioridad las mediciones de glucosa se tomaron en los

tiempos 0, 60, 120 y 180 minutos.

Para el grupo HG se realizo el mismo procedimiento sin embargo, se administr6 el farmaco

a una dosis de Smg/kg por rata diluido en 1.5 mL de solucion fisiologica.

En los grupos HAT, HAE, HEAT y HEAE se midi6 la glucosa en el tiempo 0, después se
les administré via oral 1.5 mL de solucion fisiologica, mas la cantidad correspondiente de

extracto para cada grupo, como se muestra en la Tabla. 3.

Tabla. 3 Disefio experimental

Grupo control Tratamiento
Control No Hiperglucémico (CN) Solucion fisiologica 1.5 mL
Control Hiperglucémico (CH) Solucidn fisiologica 1.5 mL
Hiperglucémico mas Glibenclamida (HG) Smg/kg glibenclamida
Grupo experimental Tratamiento
Hiperglucémico administrado con Extracto Acuoso a 30 mg/kg

una dosis Tradicional (HAT)

Hiperglucémico administrado con Extracto Acuoso a 310 mg/kg
una dosis Elevada (HAE)
Extracto Etanol-Agua a una dosis Tradicional 32 mg/kg
(HEAT)
Extracto Etanol-Agua a una dosis Elevada (HEAE) 318 mg/kg
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6.10 Analisis estadistico

Con Microsoft Office Excel 2007 y el programa GraphPad Prism version 6.01, se
realizaron los célculos de media aritmética, varianza, desviacion estandar y una prueba de
ANOVA de dos vias y post-hoc de Tuckey, tomando como nivel de significancia
estadistica el valor p< 0.05. Se realizd6 una comparacion entre los grupos control y los

experimentales, para determinar si existian diferencias significativas.

Se graficaron las medias de la glucosa plasmatica en los cuatro tiempos (0, 60, 120 y 180

minutos).
6.11 Identificacion de metabolitos secundarios por Cromatografia en Capa Fina

Basados en el método de Wagner & Bladt 2001, con ciertas modificaciones por el equipo
de Etnofarmacologia de la Faculta de Ciencias UNAM, se realizo CCF con el fin de
detectar los metabolitos presentes en E. longifolium, para los extractos acuoso y etanol-
agua. De los ambos extractos se pesaron 20 mg y se disolvieron en 1 mL de metanol para
HL C, en el caso del e tracto acuoso se agregaron 00 pL de agua y para el etanol-agua se
agregaron 200 pulL. ara la fase estacionar a se usaron placas de TLC silica gel 60 Fjs4, de
6cm de largo por 4cm de ancho. Mientras que la fase movil se colocd en camaras de vidrio
para CCF y los disolventes utilizados variaban de polaridad de a cuerdo a lo requerido

(Tabla. 4).

Para determinar la presencia de los metabolitos de interés (compuestos fenolicos, terpenos
y alcaloides) se determind el Rf (frente de referencia) de los compuestos observados

mediante la formula:

Distancia (cm)recorrida por el compuesto

Distancia (cm)recorrida por la fase moévil

Ecuacion. 2 Formula para obtener Rf
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Tabla.4 CCF para deteccion de metabolitos secundarios

Control
* Rutina 1 mg/mL de
metanol.

* Quercetina 0.5
mg/mL de metanol.
« Acido clorogénico

Img/1mL de metanol.
* eleaplico 1 pL de
cada control.

Extracto
s e
aplicaron 5
pL de cada
extracto.

Fase movil
* Acetato de
etilo:Acido
formico:Acido
acético:Agua
(10: 1.1: 1.1: 2.6
v/v)

Revelador
* Acido difenilbourinico
(Bourin en una disolucion de 1 000
mg/100 mL metanol).
* ¢ observo con lampara de luz
UV CAMAG® a -365nm

Terpenos

* imol 1 mg/mL de
metanol.
* eaplico 1 pL.

e
aplicaron 2.5
uL de cada
extracto.

* He a no:Acetato
de etilo
(8.5: 1.5 v/v)

* Vainillina 1 000 mg/100 mL de
acido sulfurico al 100%.
+ e le aplico calor con una parrilla,
por aproximadamente 3 minutos.

Glicoésidos .

* Glucosa 1 mg/mL de

metanol.
acarosa 1 mg/mL de
metanol.
* eaplico 2 uL de
cada control.

° &

aplicaron 5

pL de cada
extracto.

* ropanol:Acetato
de etilo:Agua:Acido
acético
(4:3:2:1 v/v)

* Sulfato cérico
(22 mL de acido sulfurico, 350 g de
hielo y 16 g de sulfato cérico).
e le aplico calor con una parrilla,
por aproximadamente 3 minutos.

Alcaloides

Quinina 5 mg/mL de
metanol.
» eaplico 1 pL.

e
aplicaron 2.5
pL de cada
extracto.

*Diclorometano:Me
tanol
Hidréxido de
amonio al 25%
(8.5:1.4:0.1 v/v)

* olucion Drangendorff 1 (0.85 g
de nitrato de bismuto basico en 40
mL de agua destilada y 10 ml de
acido acético al 99%).

* olucion Drangendorff 2
(8 g de ioduro de potasio en 20 ml
de agua).

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Calculo DER

Se realizo el célculo para ambos extractos, acuoso y etanol-agua de E. longifolium, el

rendimiento se muestra en la (Tabla.5). De ambos extractos se necesitaron 9 partes de la

planta molida, para asi poder obtener una parte de la preparacion herbal. Lo cual se

considera con un rendimiento 6ptimo al no ser necesarias mas partes.

Tabla.S Rendimiento DER de extracto acuoso y etanol-agua de E. longifolium

Extracto Droga herbal (g)  Preparacion herbal (g) Rendimiento (DER)
Acuoso 20 2.18 9:1
Etanol-agua 20 2.228 9:1

38




Efecto hipoglucemiante agudo de Eryngium longifolium Cav. en ratas hiperglucémicas STZ-NA

Enseguida se muestran los resultados obtenidos de las pruebas farmacoloégicas. De primera
instancia tenemos que las pruebas realizadas directamente sobre el modelo STZ-NA,
permitieron la obtencidon de grupos con hiperglucemia créonica moderada, ya que en
ninguno de los grupos hiperglucémicos, al comparar sus tiempos cero (T0), se obtiene

diferencia significativa.
7.2 Pruebas farmacologicas

Las medias obtenidas de los grupos control; CN, CH, HG y los grupos experimentales;
HAT, HAE, HEAT, HEAE se observan en la Tabla. 6 igualmente se indican aquellos
valores que son estadisticamente significativos respecto a; su tiempo cero (T0) y al grupo

Control Hiperglucémico (CH), a una p<0.05.

Tabla.6 Efecto agudo del extracto acuoso y etanol-agua de E. longifolium Cav. en los niveles de
glucosa plasmatica (mg/dL) en los tiempos 0, 60, 120 y 180. n=11 ratas por grupo. Cada valor
muestra la media + EE. (*) Diferencia significativa respecto a su T0, (°) diferencia significativa
contra CH. p<0.05 (AN VA.

Canpo |0 1T 0 s —
o

119+2° 12144 ° 121+3° 12243 °

_ 203+8 150+12%° 116+52P 112+62°

_ 203+8 164+8 2" 138+42° 141+72°
SN 1865 1575 142430 125+4°°

HEAE 19242 152+32° 138+£22° 132+£32°

» Grupo Control No Hiperglucémico (CN): Tiene una diferencia significativa respecto al
grupo Control Hiperglucémico (CH) a partir del TO, también en la Figura. 10 observamos
que ambos grupos poseen un comportamiento casi lineal, a lo largo de sus tiempos (TO,
T60, T120 y T180), con lo cual se refleja que efectivamente las ratas del grupo CH, cuentan

con una glucemia elevada y esta se mantiene a lo largo del tiempo.
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* Grupo Hiperglucémico mas Glibenclamida (HG): Presenta diferencias significativas en
relacion al grupo CH, a partir de su T60 y se mantiene hasta el T180 (Tabla. 6 y Figura.
10). Ademas se percibe que a partir del T60 muestra diferencia significativa al compararse
con su propio TO y se mantiene hasta su T180. Esto nos indica que el efecto del farmaco en
cuestion cumple con el objetivo, disminuyendo la glucosa plasmatica en sangre en el
modelo STZ-NA, que de acuerdo con Massiello ef al. (1998) se obtiene una respuesta
similar al de la tolbutamida, debido a que ambos farmacos son SU, secretagogos de
insulina. Las SU se consideran farmacos de primera eleccion para el tratamiento de la
DM2. En un estudio del modelo STZ-NA realizado por Amaya-Chavez et al. (2007) se
menciona que la Gli aumenta la secrecion de insulina y también se sefiala que tiene una
absorcion rapida. Por tales razones es que se selecciond la Gli, como farmaco para el grupo

control.

* Grupo Hiperglucémico con e tracto acuoso dosis tradicional (HAT): Posee una diferencia
significativa al compararlo con su propio TO contra los tiempos (60, 120 y 180). Asimismo,
al compararlo contra el grupo CH, indica que hay diferencia significativa a partir del T120

y se mantiene hasta el T180 (Tabla. 6).

» Grupo Hiperglucémico con extracto Acuoso dosis Elevada (HAE): Hay una diferencia
significativa respecto a su TO en todos los tiempos y contra el grupo CH a partir del T60 y

se mantiene hasta el T180 (Tabla. 6).

No existen diferencias significativas al comparar los grupos (HAT y HAE): En ninguno de

sus tiempos por lo tanto, el efecto no depende de la dosis administrada.
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* Grupo Hiperglucémico con e tracto Etanol agua dosis radicional (HEA : resenta
diferencias significativas a partir del T60 y se mantiene hasta el T180, al ser comparado con
su TO. Al mismo tiempo hay diferencia significativa con el grupo CH, en los T60, T120 y
T180.

* Grupo Hiperglucémico con extracto Etanol agua dosis Elevada (HEAE): Al contrastarlo
contra su TO, expone diferencias significativas desde el T60 y hasta T180. De la misma
forma, cuando se compara con el grupo CH, presenta diferencias a partir del T60 y se

mantienen hasta el T180 (Figura.10).

Al comparar ambos grupos HEAT y HEAE no se obtienen diferencias significativas en
ninguno de sus tiempos, nuevamente comprobamos que no hay un efecto dosis

dependiente.

Se observa entonces que en los grupos experimentales STZ-NA, administrados de manera
aguda con los extractos de E. longifolium, se presenta un efecto hipoglucemiante, ya que al
comparar sus respectivos tiempos cero contra los T60, T120, y T180, se obtienen
diferencias significativas al igual que contra el grupo CH y apreciamos que el tiempo de
accion de los grupos HAE, HEAT, HEAE inicia en el T60, mientras que en el grupo HAT

inicia en el T120.

En la actualidad ha surgido la necesidad de verificar la eficacia de las plantas medicinales,
esto debido a la alta demanda del sector salud por encontrar nuevos farmacos o bien buscar
tratamientos paliativos, que mitiguen los dafios ocasionados por algunas enfermedades de
alto riesgo. La etnofarmacologia es una disciplina que ha generado diversos avances y que
ha permitido comprobar las acciones terapéuticas de las plantas medicinales. Como bien se
menciond, nuestro pais cuenta con un gran conocimiento sobre remedios y plantas
utilizados por los indigenas mexicanos. En el caso especifico de las plantas utilizadas para
el tratamiento de la diabetes encontramos que al analizar el efecto hipoglucemiante agudo

de E. longifolium sobre el modelo STZ-NA, se obtienen resultados favorables. También es
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importante mencionar el rol del modelo animal en este proyecto, ya que es indispensable
para realizar las pruebas terapéuticas y para las fases iniciales de una investigacion. Por ello
debe tomarse en cuenta la bioética, que asegura el bienestar de los animales, asi se obtienen
resultados mas fiables y a su vez se disminuye la cantidad de experimentos a realizar

(Rodriguez-Yunta, 2007).

Con la finalidad de poder determinar aquellos metabolitos secundarios, que podrian estar
implicados en el efecto hipoglucemiante de E. longifolium, en el modelo STZ-NA, se

realizaron una serie de pruebas de CCF, las cuales se describiran a continuacion.

7.3 Pruebas fitoquimicas

Los resultados obtenidos de las cromatografias en capa fina se encuentran en la Tabla. 7 y
se muestran las fotografias de cada prueba realizada, en donde se aprecia la presencia o

ausencia de los metabolitos secundarios (Figura.11 a la Figura. 14).

E. longifolium, no cuenta con ningun estudio fitoquimico previo sin embargo, existen
estudios fitoquimicos realizados sobre el genero Eryngium, los cuales sehalan que este se
conoce por contener compuestos fenolicos como los flavonoides principalmente en forma
de flavonoles y flavonas (Abdulmanea et al., 2012), flavonoides glicosilados (quercetina)
(Hosein et al., 2013) y las cumarinas; esteroides; acetilenos (poliacetilenos); terpénos como
triterpenoides, sesquiterpenos y glicosidos monoterpenicos; glicosidos triterpenicos como
saponinas triterpénicas (Muckensturm et al., 2010; Kiipeli et al,, 2012; Morales-Marin,
2012; Wang, 2012; Aslan ef al., 2015). A nivel de familia (Apiaceae) y de género existen
diversos estudios en modelos con murinos, que respaldan la actividad hipoglucemiante de
algunas especies, las cuales actiian reduciendo significativamente la concentracion de
glucosa en la sangre, al ser administradas por via oral (Wang, 2012). Otras tienen una

actividad hepatoprotectora debido a su actividad antioxidante (Hosein et al., 2013).
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Tabla. 7 Metabolitos secundarios detectados por CCF en extracto acuoso y etanol-

agua de E.longifolium
Metabolitos Extracto acuoso Extracto etanol-agua
Compuestos fendlicos + +
Terpenos + +
Glicosidos + +
Alcaloides = =

(+) metabolitos detectados (-) metabolitos no detectados

CCF para deteccion de compuestos fenolicos

En la Figura. 11 se observa en el extracto acuoso franjas de tonalidades azul-verde,
asimismo en el extracto etanol-agua hay bandas azul-verdes y otra de tonos amarillo-
naranjas. Wagner & Blad en 2001, reportan que estas coloraciones indican presencia de
flavonoides y flavonoides glicosilados. En ambos extractos se observa una banda similar a

la que presenta el control del &cido clorogénico (Tabla.8).

En investigaciones anteriores, se comprobd que estos compuestos tienen un efecto
hipoglucemiante como la rutina, la isoquercitrina (Navarro, 2004), la quercetina y la
estructura basica de las flavonas (Torres- Piedra et al., 2010). También existen estudios en
los cuales se reporta que los glucésidos de flavona, tienen propiedades antioxidantes y
efecto hipolipidémico (Mc Cune, 2002; Merina ef al., 2010). Por otra parte, en estudios
realizados en un modelo con ratas se encontr6 que el acido clorogénico es un inhibidor
especifico de la glucosa-6-fosfatasa, por ende inhibe la produccion de glucosa hepatica

(Hemmerle et al., 1997; Reyes, 2014).

De a cuerdo con el resultado obtenido, este indica la presencia de 4cido clorogénico en el
extracto acuoso (A) y etanol-agua (Et-A), el cual puede estar implicado en el efecto

hipoglucemiante. Sin embargo, se requiere analizar los distintos compuestos fendlicos y
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flavonoides observados en la CCF, para determinar si estos también estan implicados en el

efecto hipoglucemiante de E.longifolium.

Tabla. 8 Comparacion de Rf en compuestos fenodlicos

Control/Extracto Ac. cloro

Rf 0.36 0.37 0.38

Fig.11 Foto de la placa de CCF para deteccion de compuestos fenolicos: Quercetina (Quer 1 pL, rutina (Rut 1
uL, acido clorogénico (Ac. Cloro 1 pL, et racto acuoso (A 5 uL y et racto etanol-agua (Et-A) 5 uL. Fase movil
acetato de etilo: acido formico: acido acético: agua (10: 1.1: 1.1: 2.6 v/v). Observado bajo de luz UV -365nm. En
ambos extractos se observa la presencia de un compuesto fenolico similar al acido clorogénico (Rf= 0.36).
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Placa de CCF para deteccion de terpenos

En la CCF para deteccion de terpenos en E.
longifolium, observamos que el extracto
acuoso solo presenta una banda de color
rosa, en tanto que el extracto etanol-agua
presenta dos bandas de una coloracion
violeta (Figura. 12). La aparicion de
coloraciones verde-azul a rojo-violeta para
esta prueba, dan positivo a la presencia de
dichos metabolitos en la muestra (Sorza et

al., 2009, Mora et al., 2012).

La presencia de terpenos indica que pueden
estar  involucrados en el efecto
hipoglucemiante de E. longifolium. Lamba
et al., en 2000, reportaron que los terpenos
disminuyen los niveles de glucosa.
Ademas, se han reportado compuestos de
peso  molecular bajo, como los
monoterpenos que cuentan con fuertes
propiedades antioxidantes e
hipoglucemiantes (Mishra et al., 2011). Se
tiene registro de que diversos triterpenos
como; glucosidos sesquiterpénicos,
triterpenoides polihidroxilados, triterpenos

glucosilados, también tiene un potencial

Figura.12 Foto de la placa de CCF para deteccion de
terpenos: Timol (Tim) 1 pL, e t racto acuoso (A y et racto
etanol-agua (Et-A 2.5 pL. Fase modvil he a no: acetato de
etilo (8.5: 1.5 v/v). Se observan bandas de terpenos en A y
Et-A.

hipoglucemiante, hipolipidémico y antioxidante elevado (Khan et al., 2012).
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Placa de CCF para deteccion de glicosidos

Se denota la presencia de
glicosidos (Figura. 13), en el
extracto acuoso y el extracto
etanol-agua se visualizan bandas
muy similares a las de los
controles utilizados (glucosa y
sacarosa). Pérez et al, en 1998
reportaron glicosidos con
actividad hipoglucemiante a una
dosis de 1-5 mg/kg. En otros
estudios se mencionan
compuestos de glicésidos
esteroides como; B—sitosterol-D-
glucosido y 5,25-
estigmastadieno-3-B-ol-D-

glucosido, que tienen wuna
actividad hipoglucemiante,
indicaron que mejora
significativamente la toma de
glucosa en el tejido muscular y
la acumulacion de glucogeno en
el musculo y el tejido hepatico.

Se sabe que ciertos

Fig. 13 Foto de la placa de CCF para deteccion de glicésidos:
Glucosa (Gluc y sacarosa ( ac 2uL, E tracto A y Et-A 5 pL. Fase
movil propanol: acetato de etilo: agua: acido acético (4:3:2:1 v/v). Se
aprecia la presencia de glicosidos en ambos extractos.

constituyentes glicosidicos, inhiben las a-glucosidasas. Algunos glucosidos de esterol,

inhiben la lip6lisis y suprimen la lipogénesis estimulada por insulina, mientras que otros

estimulan la liberacion de insulina de los islotes (Marles & Farnsworth, 1995). Kadir ef al.

2012, de igual manera atribuyen efectos hipoglucemiantes a este tipo de metabolitos.
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Placa de CCF para deteccion de alcaloides

Por ultimo, la prueba de CCF para alcaloides, fue negativa en ambos extractos (Figura. 14).

Figura.14 Foto de la placa de CCF para deteccion de alcaloides: Quinina (Qui) 1 pL y 2.5
uL de cada e tracto. Fase movil diclorometano: metanol: hidroxido de amonio al 25%
(8.5:1.4:0.1 v/v). No se aprecian alcaloides para ninguno de los extractos.
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Los metabolitos que frecuentemente estan implicados en el efecto hipoglucemiante, son
glucosidos, alcaloides, terpenoides, flavonoides, carotenoides, entre otros (Patel et al.,
2012). Aunque los mecanismos de accion especificos mediante los cuales actuan ciertos
compuestos de las plantas hipoglucemiantes empleados para el tratamiento de la DM2 atn
se desconocen, en distintos estudios se han reportado que algunos extractos se caracterizan
por incrementar los niveles de insulina circulatoria y aumentar la utilizacion periférica de
glucosa (Jaghabir, 1991; Kadir ef al, 2012), mientras que otros actuan disminuyendo la

absorcion intestinal (Afifi, 1997).

En este trabajo realizado con pifiuela, se puede inferir que el efecto hipoglucemiante de los
extractos acuoso y etanol-agua, se debe a la presencia de compuestos fendlicos, terpenos y
glicésidos. Puede ser que el efecto se deba a uno de ellos o bien a que actuan en conjunto.
Fleurentin & Pelt, en 1990, mencionan que no siempre se puede atribuir a solo uno de los
principios activos de una planta medicinal el efecto, ya que generalmente este es el
resultado de sinergias complejas que aparecen por asociacion de diversas sustancias, que
por si solas no tienen ninguna actividad. Asi pues se requieren mas pruebas fitoquimicas
que determinen con exactitud los metabolitos secundarios presentes en los extractos de la
planta en cuestion y de la misma manera determinar si son estos los responsables del efecto
observado en el modelo STZ-NA. Se necesita, profundizar mas en los mecanismos de

accion implicados en el efecto hipoglucemiante dado por dichos compuestos.

Ensayos futuros con esta u otras plantas reportadas con actividad hipoglucemiante pueden
ser una fuente importante para la creacion de nuevos compuestos farmacologicos para el
tratamiento de la DM2 o bien para validar su uso como coadyuvantes. Ademds estos
estudios permiten comprobar de manera cientifica la efectividad y seguridad del uso de

plantas hipoglucemiantes por pacientes con M 2 (Castafieda et al., 2008).
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8. CONCLUSIONES

* El presente trabajo contribuye con los primero reportes de farmacologia y fitoquimica de

Eryngium longifolium Cav.

* La administracion aguda por via oral del extracto acuoso y extracto etanol-agua de Eryngium
longifolium Cav. a dosis tradicional y elevada presentaron efecto hipoglucemiante en ratas
hiperglicemicas STZ-NA. Por ende esta planta se considera hipoglucemiante y el efecto no

depende de la dosis administrada.

* El comportamiento de los extractos de E. longifolium Cav. a lo largo del tiempo tienen
similitud con el farmaco control (glibenclamida) no obstante, es necesario realizar mas pruebas

de manera cronica y realizar mas estudios para comprobar sus efectos y mecanismos de accion.

* Por medio de una prueba de CCF en ambos extractos se determind la presencia de compuestos

fenodlicos, terpenos y glicosidos.

9. PERSPECTIVAS

* Caracterizar los compuestos quimicos involucrados en el efecto de E. longifolium y realizar
estudios que permitan dilucidar los mecanismos de accion por los cuales actuan, mediante

modelos in vivo € in vitro.

* Realizar un experimento cronico del extracto acuoso y extracto etanol-agua, para evaluar el

efecto hipoglucemiante.

* Realizar estudios de toxicidad crénica con los dos extractos, para poder determinar

parametros de seguridad.

* Implementar estrategias que permitan el aprovechamiento y conservacion de E. longifolium.
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