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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

% Porcentaje

a Alfa

B Beta

v Gamma

AcOEt Acetato de etilo

ADA Asociacion Americana de la Diabetes

ccfp Cromatografia en capa fina preparativa
CH3COCHs Acetona

CMN Centro Médico Nacional

DCM Diclorometano

D.E. Desviacion estandar

dL Decilitro

DM Diabetes mellitus

DM1 Diabetes mellitus tipo 1

DM2 Diabetes mellitus tipo 2

EAcChE Extracto etandlico de Annona chermiola Miller
EtOH Etanol

FAchACOEt Fraccion de acetato de etilo de Annona chermiola Miller
FAchAc1 Fraccion acuosa 1 de Annona chermiola Miller
FAchAc2 Fraccion acuosa 2 de Annona chermiola Miller
FAchDCM Fraccion de diclorometano de Annona chermiola Miller
FMD Federacion Mexicana de Diabetes

g Gramos

h Hora

HbA1c Hemoglobina glucosilada

H20 Agua

IDF International Diabetes Federation

INEGI Instituto Nacional de Estadistica y Geografia
IMSS Instituto Mexicano del Seguro Social

P Intraperitoneal



kg Kilogramos

mg Miligramos

min Minutos

mL Mililitro

MeOH Metanol

NOM Norma Oficial Mexicana

OMS Organizacion Mundial de la Salud
TOG Tolerancia oral a la glucosa

TOS Tolerancia oral a la sacarosa

uv Ultravioleta
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l. JUSTIFICACION

Una manera eficaz de tratar la DM2 es mediante la supresién de la digestion de
hidratos de carbono, y por lo tanto la reduccion de la absorcidn de la glucosa, con
inhibidores de las enzimas a-glucosidasa, debido a esto, la busqueda de nuevas
moléculas que presenten una actividad inhibitoria sobre este blanco molecular ha
cobrado un gran interés.

En los ultimos afios, los proyectos emprendidos para descubrir inhibidores de las
a-glucosidasas a partir de fuentes naturales han recibido una gran atencion
debido a que estos compuestos son abundantes en la naturaleza y a sus
prometedoras actividades biolégicas. Tomando este enfoque, el presente trabajo
tiene el propdsito de encontrar nuevos agentes inhibidores de las a-glucosidasas
con utilidad para controlar la DM2 de la fraccion acuosa obtenida de la particidon

del extracto etandlico de las hojas de Annona cherimola Miller.

Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha demostrado que el extracto etandlico de las hojas de Annona cherimola
Miller presentan actividad antidiabética y se ha identificado a la rutina como el
compuesto que presenta la actividad anti-hiperglucemiante, sin embargo, aun no
se han identificado los compuestos minoritarios presentes en la fraccion acuosa,
los cuales podrian tener una mayor actividad inhibitoria sobre las enzimas o-

glucosidasas que rutina.

. HIPOTESIS

La fraccién acuosa de las hojas de Annona cherimola Miller, ademas de rutina,

contiene otros compuestos con un efecto anti-hiperglucemiante.



IV. OBJETIVOS
IV.1 Objetivo general

Obtener otros compuestos adicionales a la rutina de la fracciéon acuosa de las

hojas de Annona cherimola Miller y determinar su efecto anti-hiperglucemiante.

IV.2 Objetivos particulares

» Aislar los compuestos presentes en la fraccion acuosa obtenida de las
hojas de Annona cherimola Miller mediante cromatografia en capa fina
preparativa.

» ldentificar mediante cromatografia en capa fina analitica a los compuestos
presentes en la fraccién acuosa.

» Determinar la actividad anti-hiperglucemiante de los compuestos aislados
de la fraccion acuosa en ratones con diabetes experimental de manera

aguda y sub-crénica.

V. ANTECEDENTES

La diabetes mellitus es un sindrome metabdlico que afecta cada vez a mas
personas en todo el mundo, es una enfermedad que representa un problema de
salud publica a nivel mundial. En México, desde el ano 2000 es la primer causa
de muerte entre las mujeres y la segunda entre los hombres (FMD, 2015).

Generalmente para el manejo terapéutico de la diabetes se utilizan medicamentos
con diferentes estructuras quimicas y mecanismos de accion, que tienen el
propdsito de normalizar los niveles de glucosa en sangre. Los tratamientos son
administrados de por vida, lo que representa muchas veces un alto costo
economico. Por otra parte, la aparicion de efectos adversos o reacciones de
hipersensibilidad, son situaciones que obligan a suspender el tratamiento o
cambiarlo constantemente. Con estos sefialamientos resulta importante el
desarrollo de nuevos agentes con propiedades antidiabéticas, en donde las
plantas son una excelente alternativa. Mas de 400 especies vegetales para el

control de la diabetes mellitus han sido registrados (Garcia-Lujan, 2009), pero



solo un pequefio numero de estos han recibido evaluacion cientifica y médica
para probar su eficacia.

Se ha reportado que especies del género Annona presentan propiedades anti-
hiperglucemiantes, como son: Annona squamosa, A. muricata, A. glabra, A.
macroprophyllata, A. diversifolia y A. cherimola (Brindis et al., 2013; Calzada et
al.,, 2017a), esto apoya la idea que estas especies sintetizan metabolitos
secundarios similares que actuan como antidiabéticos.

En el caso de las hojas de Annona cherimola Miller, se ha descrito que presentan
actividad anti-hipercolesterolemiante, anti-hiperlipidemica, anti-protozoaria, anti-
neoplasica, antidiabética, antidepresiva, antiartritica, antibacteriana, antifungica y
para el tratamiento en enfermedades de la piel (Loizzo, et al. 2012; Quispe, et al.
2009; Solares, 2015; Calzada et al., 2017a; 2017b).

El presente trabajo tiene el propdsito de aislar e identificar compuestos
adicionales a rutina presentes en las hojas de Annona cherimola Miller y

posteriormente determinar su actividad anti-hiperglucemiante.

V.1 Generalidades de la diabetes mellitus (DM)

La diabetes es un desorden metabolico caracterizado por poliuria, polifagia,
polidipsia y pérdida de peso sin razén aparente, también por glucosa alta en
sangre y cetoacidosis episdédica. Es un desorden metabdlico en el cual la
oxidacion de carbohidratos no es posible debido a una alteracion en la funcién de
la insulina (Murray et al., 2007). La hiperglucemia propia de la diabetes mellitus se
produce por secrecion insuficiente de insulina por las células 8 en los islotes
pancreaticos, o por la incapacidad de la insulina secretada para estimular la
captacion celular de glucosa en sangre (Stuart, 2012). La principal funcién de la
insulina es contrarrestar la accién concertada de varias hormonas generadoras de
hiperglucemia y para mantener bajos los niveles de glucosa en sangre. Un
paciente con diabetes no absorbe la glucosa adecuadamente, de modo que ésta
queda circulando en la sangre (hiperglucemia) y dafiando los tejidos con el paso
del tiempo. Este deterioro causa complicaciones para la salud potencialmente
letales (IDF, 2015).


http://themedicalbiochemistrypage.org/es/insulin-sp.php
http://themedicalbiochemistrypage.org/es/insulin-sp.php

V.2 Clasificacion de la diabetes

De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana, para la prevencioén, tratamiento y control

de la diabetes mellitus, tenemos cuatro tipos de diabetes, que son: diabetes

mellitus tipo 1 (DM1), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), diabetes gestacional y otros

tipos especificos de diabetes.

»

»

»

Diabetes mellitus tipo 1 (DM1): también denominada diabetes mellitus insulino-
dependiente, representa entre el 5-10% de las personas con DM. Los
sintomas de la diabetes mellitus tipo 1 (DM1) se producen por la destruccion
progresiva de células B en los islotes de Langerhans por los linfocitos T, lo que
conduce a una deficiencia absoluta de la insulina. Las personas con esta
forma de diabetes necesitan una administracion de insulina diaria con el fin de
controlar sus niveles de glucosa en sangre. La eliminacion de las células
secretorias de insulina causa hiperglucemia, y la aparicién de glucosa en la
orina (Tébar et al., 2009).

Diabetes mellitus tipo 2 (DM2): también denominada diabetes mellitus no
insulino-dependiente, es el tipo mas frecuente, del 90 a 95% de los pacientes
con DM padecen este tipo de diabetes. La diabetes de tipo 2 (DM2) esta
causada inicialmente por la disminucion de sensibilidad de los tejidos efectores
a las acciones metabdlicas de la insulina. Esta menor sensibilidad a la insulina
suele conocerse como resistencia a la insulina (Guyton et al., 2006). La
resistencia a la insulina disminuye la capacidad para estimular el musculo
esquelético y el tejido adiposo para que extraigan glucosa de la sangre.
Asimismo, la insulina tiene menor capacidad de inhibir la produccion de mas
glucosa sanguinea por el higado (Stuart, 2012).

Diabetes gestacional: es la alteracion en el metabolismo de los hidratos de
carbono que se detecta por primera vez durante el embarazo, durante esta
etapa el organismo sufre cambios hormonales muy intensos y en la diabetes
gestacional estas hormonas producen el efecto inverso a la insulina, elevando
los niveles de glucosa en sangre. La mayoria de las veces esta condicion
desaparece al finalizar el embarazo, pero existen casos en los que la diabetes
permanece al no llevar los cuidados adecuados durante la gestacion y se

considera como diabetes tipo 2 (Stuart, 2012).



» Otros tipos especificos de diabetes:

o Defectos genéticos en la funcion de las células beta
Defectos genéticos en la accién de la insulina
Enfermedades del pancreas exocrino
Endocrinopatias
Diabetes inducida quimicamente, o por drogas
Infecciones

Diabetes poco comun mediada inmunitariamente

O O O O o o o

Otros sindromes genéticos, algunas veces asociados con diabetes
(NOM, 2010)

V.3 Epidemiologia de diabetes en el mundo

En el 2012 fallecieron 1,5 millones de personas como consecuencia directa de la
diabetes; mas del 80% de las muertes por diabetes fueron registradas en paises
de ingresos bajos y medios, con respecto a los de ingresos altos (OMS, 2016). La
prevalencia mundial de la diabetes casi se ha duplicado desde ese afo, pues ha
pasado del 4,7% al 8,5% en la poblacion adulta. Ello supone también un
incremento en los factores de riesgo conexos, como el sobrepeso o la obesidad.
En 2014, el 9% de los adultos mayores de 18 afios tenia diabetes.

En el 2015, de acuerdo con la Federacion Mexicana de Diabetes (FMD), en el
mundo 1 de cada 11 adultos vive con diabetes, 46.5% de los adultos con diabetes
no sabe que la tiene; 1 de cada 7 nacimientos se ven afectados por diabetes
gestacional y predice que para el 2040, 1 de cada 10 adultos (642 millones)
padeceran de diabetes (FMD, 2015).

V.4 Diabetes mellitus en México

En el 2014 en México la DM ocup6 el primer lugar en numero de defunciones
tanto en hombres como en mujeres. Las tasas de mortalidad muestran una
tendencia ascendente en ambos sexos con mas de 70 mil muertes y 400,000
casos nuevos anuales. Cabe sefalar que segun la Direccion General de

Informacién en Salud en el 2007 hubo un numero mayor de defunciones en el



grupo de las mujeres (37,202 muertes) comparado con el de los hombres (33,310)
(OMS, 2014; DGIS, 2007).

En el 2011, las tasas de mortalidad mas altas se ubicaron en la Ciudad de México
(99.57 de cada 100 mil personas), Veracruz (84.35 de cada 100 mil) y Puebla
(81.57 muertes), mientras en Quintana Roo, Chiapas y Baja California Sur
presentaron las mas bajas (35.19, 45.22 y 46.98 de cada 100 mil personas,
respectivamente); la diferencia entre los estados con la tasa mas alta y la mas
baja (Ciudad de México y Quintana Roo) es casi del triple (INEGI, 2013).

V.5 Signos, sintomas y complicaciones de la diabetes

Las personas pueden experimentar diferentes signos y sintomas de la diabetes, y
en ocasiones puede que no haya signos. Algunos de los signos mas comunes
son:

» Poliuria (miccion frecuente)

» Polidipsia (sed excesiva)

» Polifagia (aumento del hambre)

» Pérdida de peso

» Cansancio

» Falta de interés y concentracién

» Una sensacion de hormigueo o entumecimiento en las manos o los pies

» Vision borrosa

» Infecciones frecuentes

» Heridas de curacion lenta

» Vomitos y dolor de estbmago
Las personas con diabetes corren un mayor riesgo de desarrollar una serie de
complicaciones graves para la salud. Niveles permanentemente altos de
glucemia pueden causar graves enfermedades, que afectaran al corazon,

vasos sanguineos, 0jos, rinones y sistema nervioso (Rang et al., 2008).

V.6 Diagnéstico

De acuerdo a la NOM 015, la prediabetes se diagnostica cuando la glucosa en el

ayuno es igual o mayor a 100 mg/dL y menor o igual de 125 mg/dL y/o cuando la



glucosa dos horas post-carga oral de 75 g de glucosa anhidra es igual 0 mayor a
140 mg/dL y menor o igual de 199 mg/dL.

También se establece el diagnostico de diabetes si se cumple cualquiera de los
siguientes criterios: presencia de sintomas clasicos y de una glucemia plasmatica
casual > 200 mg/dL; glucemia plasmatica en ayuno > 126 mg/dL; o bien glucemia
>200 mg/dL a las dos horas después de una carga oral de 75 g de glucosa
anhidra disuelta en agua; sin olvidar que en la prueba de ayuno o en la prueba de
tolerancia oral a la glucosa o en ausencia de sintomas inequivocos de
hiperglucemia, estos criterios se deben confirmar repitiendo la prueba en un dia
diferente.

Para determinar el tipo de diabetes gestacional, se debe efectuar antes la prueba
de tolerancia a la glucosa, en toda paciente embarazada entre las semanas 24 y
28 de gestacién. Si una hora después de una carga de 50 g de glucosa por via
oral, se encuentra una glucemia plasmatica >140 mg/dL, se efectuara la prueba
diagnostica. Se recomienda que los estudios iniciales se hagan entre la semana
24 y 28 semanas de embarazo (alrededor de los 6 meses), aunque las mujeres
que presenten algun riesgo pueden ser estudiadas desde el inicio del embarazo.
El estudio consiste en una muestra de glucosa en sangre (50 g de glucosa por via
oral) y si la sospecha es alta se hacen estudios mas especificos, como la prueba
de tolerancia a la glucosa en tres horas. En esta prueba, se toma una muestra de
sangre en ayuno, después, la mujer toma una cantidad especifica de glucosa
disuelta en agua y se continua tomando muestras de sangre cada hora hasta
completar 3 horas. Se diagnostica diabetes si dos 0 mas de los niveles de glucosa
se encuentran por arriba de los siguientes valores: en ayuno 95 mg/dL, a 1 hora
180 mg/dL, a las 2 horas 155 mg/dL y a las 3 horas 140 mg/dL (NOM, 2010).

V.7 Tratamiento

El tratamiento de la diabetes tiene como propdsito aliviar los sintomas, mantener
el control metabdlico, prevenir las complicaciones agudas y crénicas, mejorar la
calidad de vida y reducir la mortalidad por la enfermedad o por sus

complicaciones.



El manejo inicial de pacientes con diabetes tipo 2 se realiza mediante medidas no
farmacoldgicas (actividad fisica, alimentacion, control de peso, promocion de la
salud y educacion para la salud), mismas que se deben mantener durante todo el
curso del tratamiento. No obstante, existe evidencia de que los usos de
medicamentos en etapas tempranas pueden disminuir la progresion hacia la
diabetes. En el caso de diabetes tipo 1, la indicacion para el uso de insulina es al
momento del diagndstico en conjunto con las medidas no farmacologicas (NOM,
2010)

Los farmacos utilizados en el tratamiento de la DM2 van dirigidos a corregir una o
mas de las alteraciones metabdlicas subyacentes; estos farmacos se dividen en
tres principales grupos, dependiendo el mecanismo de accién por el cual ejercen
su efecto hipoglucemiante (Israili, 2011):

a. Farmacos que incrementan los niveles de insulina, también llamados
secretagogos, que incluyen sulfonilureas como la glibenclamida y las
meglitinidas como la repaglinida

b. Farmacos que mejoran la sensibilidad a la insulina en los tejidos como
biguanidas de la que solo se prescribe a la metformina y a las
tiazolidinedionas o glitazonas como la pioglitazona

c. Farmacos que reducen la tasa de absorcion de carbohidratos en el tracto
gastrointestinal, el mas usado es la acarbosa

Es muy comun que los hipoglucemiantes orales se administren en combinacion;
esto con la finalidad de obtener un tratamiento mas eficaz ya que al combinar dos
o0 mas farmacos con diferentes blancos de accién se logra un efecto sinérgico, por
lo que, la terapia de la DM2 es polivalente.

A continuacion, se resume los tipos de farmacos mas comunmente empleados en
el tratamiento de la DM2, asi como el mecanismo de accion y efectos adversos de

cada uno de ellos (Rang et al., 2008; Israili, 2011):



V.7.1 Biguanidas

Metformina. Reduce la glucosa posprandial y basal en plasma; actua por tres
mecanismos 1) Reduciendo la produccién hepatica de glucosa por inhibicion de la
gluconeogénesis y glucogendlisis 2) Incrementando la sensibilidad a insulina y
mejora la captacién de glucosa periférica y su utilizacion en el musculo 3)
Retardando la absorcién intestinal de glucosa. Los efectos adversos mas
frecuentes de la metformina son trastornos digestivos dependientes de la dosis

(anorexia, diarrea y nauseas), generalmente, aunque no siempre, transitorios.
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Figura 1. Metformina

V.7.2 Sulfonilureas

Glibenclamida. Estimula la secrecidon de insulina por las células B del pancreas.
Reduce la produccion hepatica de glucosa y aumenta la capacidad de unién y de
respuesta de la insulina en los tejidos periféricos. El efecto adverso mas frecuente

es la hipoglucemia, que puede ser intensa y prolongada.
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Figura 2. Glibenclamida
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V.7.3 Tiazolidinedionas (glitazonas)

Rosiglitazona y pioglitazona. Reduce la glucemia disminuyendo la resistencia a la
insulina en el tejido adiposo, musculo esquelético y el higado. Los efectos
adversos mas habituales son el aumento de peso y la retencion de liquidos. Se
han descrito también sintomas de causa desconocida, como cefaleas, astenia y

trastornos digestivos.
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Figura 3. Rosiglitazona
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Figura 4. Pioglitazona

V.7.4 Inhibidores de las a-glucosidasas

Acarbosa. Pseudotetrasacarido de origen microbiano. Inhibe a las enzimas a-
glucosidasas intestinales, retrasa la digestion de disacaridos, oligosacaridos y
polisacaridos. La glucosa derivada se libera y pasa a la circulacion mas
lentamente, reduciéndose y retrasando el aumento posprandial de glucosa. Los
efectos adversos mas frecuentes tienen que ver con su efecto principal y
consisten en flatulencias, deposiciones blandas o diarrea y dolor e hinchazoén

abdominal.
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Figura 5. Acarbosa

V.7.5 Meglitinidas

Llamados también glinidas, pertenecen a un grupo de compuestos que
interaccionan con una region del receptor SUR1. Son de corta accion y requieren
de tres a cuatro dosis al dia para alcanzar un efecto adecuado, en este grupo se

encuentra la tolbutamida y repaglidina.

Oi\ o/\

Figura 6. Repaglidina

V.8 INHIBIDORES DE LA ENZIMA a-GLUCOSIDASA

Las oa-glucosidasas son enzimas que catalizan la ruptura de los enlaces
glucosidicos de oligosacaridos o glicoconjugados; la mayoria de las glucosidasas
son especificas para ciertos tipos de enlace, su actividad depende del numero,
posicion y configuracion de los grupos involucrados en los enlaces glucosidicos
(Borges de Melo et al., 2006).
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Los inhibidores de las a-glucosidasas son conocidos por prevenir la digestion de
los hidratos de carbono y reducir el impacto de los carbohidratos de glucosa en la
sangre. Las a-amilasas pancreaticas hidrolizan almidones complejos a
oligosacaridos en el lumen del intestino delgado, mientras las a-glucosidasas
intestinales unidas en membrana hidrolizan oligosacaridos, trisacaridos y
disacaridos en glucosa y otros monosacaridos en el borde cepillo del intestino
delgado (Bischoff, 1994).

Los inhibidores de las a-glucosidasas retardan el proceso de digestion y absorcion
de carbohidratos bloqueando competitivamente la actividad de la glucosidasa
(Figura 7). En consecuencia, la concentracion maxima de glucosa en sangre
posprandial se reduce y el nivel de azucar en sangre se mantiene bajo. Los
inhibidores de las a-glucosidasas pueden ofrecer varias ventajas y han sido
recomendados para el tratamiento de la diabetes como la primera linea de
tratamiento para reducir la hiperglucemia posprandial.

Actualmente, existen en el mercado tres farmacos inhibidores de las a-
glucosidasas: acarbosa, miglitol y vogliobosa. La acarbosa es estructuralmente
similar a los oligosacaridos naturales, pero tiene mayor afinidad a las enzimas a -
glucosidasas. Esto significa que estos complejos enzimaticos son inhibidos
competitivamente y que la disponibilidad de oligosacaridos se reduce. De este
modo, la formacién de monosacaridos disminuye y se requiere menos insulina
para una metabolizacion posterior, o que conduce a una reduccion de los
aumentos posprandiales inducidos por alimentos (Rosak et al., 2012).

Debido a que los inhibidores de las a-glucosidasas bloquean la degradacion de
carbohidratos complejos, que permanecen en el intestino y colon, donde son
digeridos por las bacterias entéricas, liberando gases, lo que causa sus efectos
adversos gastrointestinales como flatulencias, diarrea y distencién abdominal
(Israili, 2011). Como consecuencia, se han realizado grandes esfuerzos para
buscar inhibidores de las a-glucosidasas eficaces, no toxicos y de bajo costo a
partir de recursos naturales que pueden prevenir el riesgo de diabetes tipo 2 y

complicaciones relacionadas (Lebovitz, 2009).
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Figura 7. Inhibicion competitiva de las enzimas intestinales durante la hidrolisis de
oligosacaridos por la acarbosa

Aglicona

Subsitio -1
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Figura 8. Diagrama esquematico de los sustratos que se unen a los subsitios de
las enzimas a-glucosidasas. La hidrdlisis es mostrada por una flecha, tiene lugar
entre los subsitios -1y +1.

V.9 Medicina tradicional

La medicina tradicional comprende diversas practicas, enfoques, conocimientos y
creencias sanitarias que incorporan productos derivados de plantas, animales y/o
fuentes minerales, técnicas manuales y ejercicios, aplicados en singular o en
combinacion para mantener el bienestar, ademas de tratar, diagnosticar y prevenir
ciertos padecimientos (OMS, 2016).

En México alrededor de 4 000 especies de plantas, equivalente al 15% de la flora

total, estan descritas que presentan atributos medicinales, es decir que mas o
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menos una de cada siete especies posee alguna propiedad curativa. Sin
embargo, se estima que la validacion quimica, farmacologica y biomédica de los
principios activos que contienen se ha llevado a cabo solo en un 5% de estas
especies. Los antiguos pobladores de nuestro territorio desarrollaron una de las
herbolarias mas complejas del mundo, debido a la riqueza cultural y étnica que
alcanzaron; asi pues, desde tiempos prehispanicos diferentes grupos étnicos han
usado plantas con fines medicinales (Ocegueda et al., 2005)

En México, se han documentado al menos 306 especies pertenecientes a 235
géneros y 93 familias utilizadas como agentes antidiabéticos. Las familias mas
comunmente mencionadas son: Asteraceae (47 especies), Fabaceae, (27
especies), Cactaceae (16 especies), Solanaceae, Euphorbiaceae (10 especies) y

Laminaceae (9 especies) (Andrade-Cetto et al., 2005).

V.10 Generalidades de Annona cherimola Miller

La familia Annonaceae incluye mas de 120 géneros y 2000 especies distribuidas
en regiones tropicales y subtropicales. Estudios fitoquimicos de esta familia han
demostrado la presencia de alcaloides, flavonoides, esteroles, terpenoides,
peptidos ciclicos y acetogeninas. Con respecto a las investigaciones
farmacolégicas se han reportado que los extractos de A. cherimola poseen
actividad  anti-genotdxica, anti-citotéxica, anti-hipercolesterolemica, anti-
hiperlipidémica, antidepresiva, crioprotectora, anti-ansiolitica, anti-diabética, anti-
protozoaria, anti-secretora, anti-artritica, anti-bacteriana, anti-micética, anti-
inflamatoria y antioxidante (Ramirez, et al., 2011; Solares, 2015; Calzada et al.,
2017a; 2017b).

En México popularmente se conoce como “chirimoya, anona, uruata, palo de
corcho”. El nombre de chirimoya parece derivarse de ‘chirimuya’ que en Quechua
significa ‘semilla fria’. Esto se refiere a la regiéon andina donde esta presente esta
especie, que es relativamente fria comparada con las regiones donde estan

presentes el resto del género de Annonas (Gonzalez-Vega, 2013).
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Imagen 1. Hojas y frutos de Annona cherimola Miller

El fruto normalmente tiene forma de corazén (Imagen 1) y las hojas son simples,
enteras, de disposicion alterna y de forma ovada u ovada-lanceolada, son
ligeramente peludas en la superficie superior y aterciopeladas en la superficie
inferior (Imagen 2).

La clasificacion taxondmica de la Annona cherimola Miller es la siguiente (Castro,
2007):

Reino: Plantae
Filo: Magnoliophyta
Clase: Magnoliidae
Orden: Magnoliales
Familia: Annonaceae
Subfamilia: Annonoideae
Género: Annona

Especie: cherimola
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Imagen 2. Hojas de Annona cherimola Miller

En México se le encuentra en Morelos, Guanajuato, Jalisco, Michoacan, Chiapas,
Puebla, Hidalgo, San Luis Potosi, Veracruz, Campeche, Estado de México y
Ciudad de México.

La Annona cherimola Miller se caracteriza por la presencia de alcaloides de tipo
isoquinolina, los cuales se han detectado en hojas, semillas y corteza del tallo en
las que coinciden la anonaina y la liridenina. Ademas, a partir de la corteza del
tallo se han aislado la anolobina, asimilobina y su n-metil-derivado, coridina,
coripalmina, discretamina, glaziovina, laniginosina, lisicamina, nuciferina,
tetrahidro-palmitina, nor-ushinsunina, xilopina, iso-boldina, reticulina y estefilidina,
estos tres ultimos compuestos también estan presentes en Isa hojas. En este
ultimo 6rgano se han identificado también los alcaloides corituberina y nor-
nanteina; y los flavonoides quercetina, isoquercitrina y rutina. En la semilla se han
identificado otros alcaloides no-isoquinolinicos, cafeina y celeistofolina, y el
esterol daucosterol (BDMTM, 2009; Jyothi et al., 2011; Solares, 2015)

V.11 Flavonoides

Los flavonoides son compuestos fendlicos que estan ampliamente distribuidos en
plantas con propiedades como agentes anticancerosos, antivirales, antioxidantes,

antibacterianos y anti-inflamatorios, entre otros. Estudios recientes han
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determinado que los flavonoides pueden ser muy eficaces para inhibir la actividad
de las a-glucosidasas (Zhang et al., 2009)

Los flavonoides son agentes antidiabéticos potenciales porque ejercen multiples
acciones hipoglucémicas (accién insulinomimética) y antihiperglucémicas
(secretagogos de insulina) (Cazarolli et al., 2008a). El efecto inhibitorio de algunos
flavonoides sobre la actividad a -glucosidasas ha sido establecida (Hong et al.,
2013; Escandon-Rivera et al., 2012; Li et al., 2009; Mata et al., 2013). También se
ha reportado que los extractos enriquecidos con flavonoides de algunas plantas
mexicanas inhiben eficientemente la actividad de las a-glucosidasas y reducen
significativamente los niveles de glucosa en el suero de ratas diabéticas
(Andrade-Cetto et al., 2008).

La estructura primaria de los flavonoides consiste en: un anillo de benzopireno
(anillos A'y C) y un grupo fenilo (anillo B) como puede observarse en la Figura 9.
El patrén de sustitucion en el anillo C y los enlaces entre el benzopirano y el grupo
fenol son las bases para la clasificacion de los flavonoides en seis grupos:
antocianidinas, flavanoles, flavanonas, flavonoles, flavonas e isoflavonas. En la

Figura 10 se muestran algunos flavonoides de origen natural.

Figura 9. Esqueleto de un flavonoide
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Figura 10. Flavonoides de origen natural

VL. MATERIAL Y METODOS
V1.1 Material

La fraccion acuosa fue proporcionada por el Dr. Calzada, esta fue previamente
obtenida en la investigaciéon de maestria del Q.F.B. Jesus Ivan Solares Pascasio.
El procedimiento que se siguid para obtener el extracto etandlico y su
fraccionamiento: las hojas de la planta se dejaron secar a temperatura ambiente
por siete dias y se pulverizaron; posteriormente se extrajeron por maceracion en
etanol. El extracto organico resultante se filtré y se concentré a sequedad
utilizando rota evaporadora a presién reducida. Para el fraccionamiento, 50g del
extracto etandlico seco se resuspendieron en 100 mL EtOH acuoso al 10% y se
fracciond por la técnica de par de disolventes no miscibles utilizando

diclorometano y acetato de etilo (Esquema 1).
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Extracto etanodlico
EAchE

Fracmon de Fraccion
diclorometano acuosa 1

HaCulpicly FAchAct

Fraccion de Fraccion
acetato de etilo acuosa 2
FAchAcOEt FAchAc2

Esquema 1. Fraccionamiento del extracto etandlico de las hojas de Annona
cherimola Miller (Solares, 2015).

V1.2 Analisis cromatografico

Purificacion. La fraccion acuosa se purifico mediante cromatografia en capa fina
preparativa (ccfp), utilizando como fase estacionaria silica gel y como fase mavil
un sistema ternario de disolventes AcOEt: MeOH: H,O (10:1.6:1.3). Las

cromatoplacas utilizadas fueron placas de vidrio (silica gel 60 G F2s4 Merck, con
un tamafo de 20x20). Se utilizd para visualizar una lampara de luz UV con
longitud de onda larga (320nm) y onda corta (254nm), se marco y se raspo la
cromatoplaca. El raspado se mantuvo en suspension CH3COCHs: MeOH (50:50),
se filir6 y se concentr6 a sequedad utilizando rota evaporadora a presion
reducida.

Identificacion. Se realizé la técnica de elucion en capa fina analitica para
identificar a los compuestos aislados utilizando referencias disponibles en el
laboratorio (Sigma-Aldrich Chemical Company). Se ocuparon cromatofolios de
aluminio (silica gel 60 F2s4 Merck) como fase estacionaria y como fase movil el

sistema ternario de AcOEt: MeOH:H,O (10:1.6:1.3). Se eluyo y se visualizé con

una lampara de luz UV con longitud de onda larga (320nm) y onda corta (254nm).
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V1.3 Pruebas biolégicas
VI.3.1 Animales

Se utilizaron ratones hembras de la cepa Balb/c con un peso de 18-20 g del CMN
SXXI IMSS, se mantuvieron en condiciones 6ptimas de luz/obscuridad en ciclos
de 12/12h, temperatura controlada y con libre acceso al agua y alimento. El
cuidado y la manipulacién de los animales se realiz6 de acuerdo a la NOM 062-
Z00-1999. Los ratones sanos y diabéticos se dejaron con acceso ad libitum al
agua y alimento el tiempo en que se usaron para las pruebas y fueron alojados en

jaulas, en grupos de seis animales.

VI1.3.2 Preparacion de muestras y administracion

Las muestras fueron disueltas en un volumen de 0.5 mL de una solucién de agua
destilada al 2% con tween 20 y se administraron por via intragastrica.

La dosis utilizada para las fracciones y el extracto fue de 300 mg/kg. La dosis
utilizada de metformina (Pisa), acarbosa (Bayer) y glibenclamida (Brucen) fue de

850 mg/kg, 50 mg/kg y 5 mg/kg, respectivamente.

V1.3.3 Inducciéon de DM2 experimental en ratones hembra

La diabetes experimental fue inducida por administracion via intraperitoneal de
aloxana (2x75 mg/kg) (aloxana monohidrato, Sigma-Aldrich) previo ayuno de 24 h.
La aloxana fue disuelta en agua inyectable que se administra en un volumen de
0.5 mL por animal. Siete dias después de la segunda administracion se miden los
niveles de glucosa en sangre y los animales con valores de glucemia dentro del
intervalo de 190-220 mg/dL fueron considerados como diabéticos y seleccionados
para las pruebas posteriores. Los animales diabéticos se mantuvieron con

solucién glucosada al 10% durante su uso.

VI1.3.4 Determinacion de niveles de glucemia

Se obtienen muestras de sangre de la vena caudal. Se determiné la glucemia por

el método de la glucosa oxidasa, utilizando tiras reactivas (Evolution, Infopia). Los
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resultados obtenidos se expresan en miligramos de glucosa por decilitro de

sangre (mg/dL)

V1.4 Pruebas anti-hiperglucemiantes
V1.4.1 Modelo agudo

Grupos de 6 animales fueron administrados con diferentes tratamientos: extracto
etandlico (EAchE, 300 mg/kg), fraccién acuosa (FAchAc2, 300 mg/kg), fraccién de
diclorometano (FAchDCM 300 mg/kg), metformina (850 mg/kg), acarbosa (50
mg/kg), glibenclamida (5 mg/kg) y compuestos puros (50 mg/kg). Se midio la

concentracion de glucosa en sangre a los tiempos 0, 2 y 4 horas.

VI1.4.2 Modelo subcronico

Grupos de 6 animales fueron administrados con diferentes tratamientos: extracto
etandlico (EAchE, 300 mg/kg), fraccién acuosa (FAchAc2, 300 mg/kg), fracciéon de
diclorometano (FAchDCM, 300 mg/kg), acarbosa (50 mg/kg), rutina (50 mg/kg) y
miricetina (50 mg/kg). Se midi6 la concentracion de glucosa cada semana y el

tratamiento se administré 6 de 7 dias de la semana, por cuatro semanas.

V1.4.3 Prueba de tolerancia oral a la glucosa y sacarosa

Al inicio de cada ensayo se tomo la glucemia, la cual fue considerada tiempo 0 y
se administré glucosa (1.5 g/kg) o sacarosa (3 g/kg). A los treinta minutos
después se administraron los flavonoides / fracciones / extracto y se tomaron las
glucemias a las 2 y 4 horas. En caso de los controles de sacarosa y glucosa, a los

30 minutos después se administré unicamente 0.5 mL de agua.

VIL.5 Analisis estadistico

Los niveles de glucosa en sangre se expresaron como la media £ DE para los seis
animales que conforman cada grupo. El analisis estadistico se realizé utilizando un
analisis de varianza unidireccional (ANOVA) seguido por la prueba de comparacion

multiple de Dunnett utilizando el software GraphPad Prism 5 (GraphPad Software,
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Inc., EE.UU.). Los valores de P inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente

significativos.

VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizé el estudio fitoquimico y la evaluacién biologica de la fraccién acuosa de
las hojas de Annona cherimola Miller.

Los compuestos fendlicos, en particular los flavonoides, estan recibiendo
creciente atencion debido a sus actividades biologicas y se ha reportado que este
tipo de compuestos juegan un papel importante en la modulacion de las
actividades a-glucosidasa y a-amilasa (Yin et al., 2014), por lo tanto, pueden

contribuir al manejo de la diabetes mellitus tipo 2.

La presentacién de los resultados, asi como la discusién de los mismos se
presenta en tres partes:

1. En la primera parte, se describe la evaluaciéon del efecto del extracto
etandlico (EAchE), fraccion acuosa (FAchAc2) y fraccion de diclorometano
(FAchDCM) en los modelos agudo y sub-cronico con el proposito de validar
el efecto anti-hiperglucemiante, previamente demostrado (Solares, 2015).
En este mismo sentido se llevd a cabo pruebas de tolerancia oral a la
glucosa y sacarosa para confirmar el efecto inhibidor sobre las enzimas -
glucosidasas. En esta investigacion se uso raton, con la finalidad de cubrir
uno de los requisitos necesarios en los ensayos pre-clinicos.

2. En la segunda parte, se detalla la purificacion e identificacion de los
compuestos presentes en la fraccidon acuosa (FAchAc2) mediante
cromatografia en capa fina preparativa. Posteriormente, se evaluo el efecto
en los niveles de glucemia de los compuestos aislados en los modelos
agudo y sub-cronico en ratones con diabetes experimental. También se
realizan las pruebas TOG y TOS de los compuestos mas activos para
conocer si inhiben la absorcion de glucosa y retardan la hidrolisis de la

Sacarosa.
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3. En la tercera se resume la evaluacion del efecto anti-hiperglucemiante de
manera agudoa y subcronica de la rutina en combinacion con tres
farmacos utilizados para el control de la DM2, considerando que en las
practicas tradicionales de Meéxico la personas combinan el tratamiento
alopatico con plantas medicinales.

Para esta investigacion se consider6 que presentaban un efecto anti-
hiperglucemiante aquellas muestras que al evaluarse disminuyen los niveles de
glucemia de animales diabéticos (> 190 mg/dL de glucosa) a valores de glucemia
de animales sanos (143-156 mg/dL de glucosa). Los productos hipoglucemiantes
son aquellos que inducen valores de glucemia menores al grupo de animales
sanos (143-156 mg/dL de glucosa) al ser administrados via oral (Adeyemi et al.,
2009).

A continuacion se muestran los resultados y la discusion de esta primera parte.

En la Grafica 1 y Tabla 1 se muestran los resultados de la prueba aguda en
animales con diabetes experimental tratados con el EAchE, FAchAc2 vy
FAchDCM. Las glucemias obtenidas son comparadas con las glucemias del
control diabético.

Se observa que el EAchE muestra un efecto anti-hiperglucemiante a partir de las
dos horas y mantiene los niveles de glucemia a niveles del grupo control sano en
ratones; este efecto anti-hiperglucemiante del extracto concuerda con lo
observado cuando fue evaluado previamente en ratas (Solares, 2015).

Una vez demostrado el efecto del extracto, se fraccioné y se obtuvieron tres
fracciones: fraccion acuosa, fraccion de diclorometano y fraccion de acetato de
etilo. Las fracciones acuosas y la fraccién de diclorometano fueron evaluadas en
el mismo modelo, observandose que presentan efecto anti-hiperglucemiante, sin
embargo, este efecto no llega a niveles de valores de glucemia del grupo control
sano. De estas dos fracciones, como se observa en la Grafica 1 y los valores de
la Tabla 1, la fraccion que muestra un mejor efecto anti-hiperglucemiante es la
FAchAc2, confirmando que esta fraccion contiene a los compuestos responsable
de la actividad evaluada con el extracto etandlico (Solares, 2015).

El orden de actividad biolégica fue el siguiente: EAchE > FAchAc2 > FAchDCM.

Lo anterior valida el uso de la planta Annona cherimola en la medicina tradicional
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mexicana para el control de la diabetes mellitus 2 (Andrade-Cetto et al., 2005;
Brindis et al., 2013; Solares, 2015; Calzada et al., 2017a)

250
’%T —— EAchE (300 mg/kg)
?En 2004 — FAchAc2 (300 mg/kg)
E * - FAchDCM (300 mg/kg)
qE, * Control diabético
5 * -e- Control sano
(O] .
150+
*
| | I
N v ™

tiempo (h)

Grafica 1. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental tratados con extracto etandlico (EAchE) vy fracciones
(FAchAc2/FAchDCM) a las 0, 2 y 4 horas; *p<0.05.

Tabla 1. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental tratados con extracto etandlico (EAchE) vy fracciones
(FAchAc2/FAchDCM) alas 0, 2 y 4 horas.

. Niveles de glucosa en sangre (mg/dL)
Tratamiento

Oh 2h 4h
EAchE (300 mg/kg) 20519.9 143.716* 134+12.7*
FAchAc2 (300 mg/kg) 204.317 163.7+8.9* 174.7+2*
FAchDCM (300 mg/kg) 207£12.7 181.3+2* 189.31£1.2*
Control sano 154.3+1.2 151.3+3.1 146.6+5.2
Control diabético 214114 218.5+£9.1 221.519.6

Promedio £ D.E.; n=6, analisis por ANOVA de una via; *p<0.05
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Una vez demostrado el efecto agudo se realiz6 una prueba sub-cronica, los
resultados se muestran en la Grafica 2 y Tabla 2. Los animales con diabetes
experimental fueron tratados con EAchE, FAchAc2 y FAchDCM, las glucemias
obtenidas fueron comparadas con las glucemias del control diabético. En los
resultados mostrados, se observa que el EAchE a los dos primeras semanas de
tratamiento muestran un efecto anti-hiperglucemiante que llega a niveles
comparables con los niveles de glucosa de los animales sanos, sin embargo, a
partir de la tercer semana se presenta un fendmeno de disminucion del efecto
permaneciendo constante hasta el final del experimento. Este fenbmeno de
adaptacién presentado por el extracto etandlico es muy parecido al que se
describe para la acarbosa (Krentz et al., 2005; Calzada et al., 2017a).

La FAchDCM presenta efecto anti-hiperglucemiante a las dos primeras semanas,
cabe hacer mencion que nunca llego a los valores de glucemias de animales
sanos; a partir de la segunda semana empieza a perder su efecto, de tal forma
que a la tercera semana ya no produce el efecto anti-hiperglucemiante y se pierde
hasta el final del experimento. En el caso de la FAchAc2 el efecto anti-
hiperglucemiante se mantiene, sin embargo, a la dosis probada no llega a los
valores de glucemia del grupo control de animales sanos.

Esta evaluacion subcronica se realiza porque la mayoria de los farmacos
ocupados para el tratamiento de la diabetes, no mantienen bajo control los niveles
de glucemia a largo plazo y como consecuencia se altera el curso de las
complicaciones diabéticas (Li et al., 2012). Con los resultados de esta prueba se
determina que la fraccion acuosa y el extracto etandlico mantienen su actividad

anti-hiperglucemiante a largo plazo sin presentar perdida de esta actividad.
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Grafica 2. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental tratados con el extracto etandlico (EAchE), fraccion acuosa
(FAchAc2) y fraccion de diclorometano (FAchDCM) por 28 dias; *p<0.05.

Tabla 2. Comparacién de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental tratados con extracto etandlico (EAchE) y fracciones (FAchAc2
/IFAchDCM) a los 0, 7, 14, 21 y 28 dias.

Niveles de glucosa en sangre (mg/dL)
Tratamiento

Dia 0 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 28
EAchE (300 mg/kg) 202.6x7.6 175.5+10.9* 154.5+0.4* 185.5+11.8* 187.5+0.4*
FAchAc2(300 mg/kg) | 201.3£5.4* 189+4.4* 184.5+3.6* 18416.4* 191+4.6*

FAchDCM (300 mg/kg) | 214+11.8 197.3£3.3* 176.3+12.5* 227.3+10.3 239.5%2.9

Control sano 179.7¢5.5 158.7+13.3 151+4.2 147.7+4.3 147.7+4.3

Control diabético 210+£14.5  220.8+2.2 218.2+1.5 214+6.7  237.3%4.3

Promedio + D.E; n=6, analisis por ANOVA de una via; *p<0.05
A continuacion, se muestran en las Graficas 3-8 y en las Tablas 3-8 los resultados

y discusion de la prueba de tolerancia oral a la glucosa (TOG) y sacarosa (TOS)

en animales con diabetes experimental tratados con el extracto etandlico (EAchE)
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y fracciones (FAchAc2/FAchDCM), con el proposito de validar que inhiben a la
enzima o-glucosidasa. Los niveles de glucemia son comparados con las
glucemias del control diabético administrado solo con glucosa o sacarosa.

En la Tabla y Gréafica 3 se muestran los resultados de la prueba de TOG en
animales diabéticos, administrados con el EAchE. En los resultados mostrados se
observa que, al administrar una carga de glucosa en animales diabéticos, los
niveles de glucemia se elevan evidenciando un pico posprandial desde las 2
horas con un maximo a las 4 horas. Los resultados obtenidos cuando el EAcChE es
administrado en combinacion con glucosa, muestran que el EAchE disminuye el
pico posprandial a partir de las 2 horas, llegando a valores de glucemia

comparables con los valores del grupo control sano a las 4 horas.
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experimental a las 0, 2 y 4 horas; administrados inicialmente con glucosa (1.5
g/kg) y 30 min después con el extracto etandlico (EAchE, 300 mg/kg); *p<0.05.
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Tabla 3. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental tratados con el EAchE en la prueba de TOG.

. Niveles de glucosa en sangre (mg/dL)
Tratamiento

Oh 2h 4h
Control diabético con glucosa 206+7.4 225.3t5.5 277.316
EAchE con glucosa 205+5.6 181.3£10.9* 157.348.9*
Control sano 154.3+1.2 151.3+3.1 146.6+5.2

Promedio £ D.E.; n=6, analisis por ANOVA de una via; *p<0.05

En la Tabla y Grafica 4 se muestran los resultados de la prueba de TOS en
animales diabéticos, administrados con el EAchE.

Al administrar una carga de sacarosa a animales diabéticos, los niveles de
glucemia se elevan mostrando un pico posprandial a partir de las 2 horas, con un
maximo a las 4 horas. Cuando el extracto etandlico es administrado en
combinacion con la sacarosa, se observa que inhibe el pico posprandial a las 4
horas. Estos resultados establecen como posible modo de accion que el
preparado inhibe la hidrélisis de la sacarosa, indicandonos que actua sobre las

enzimas oa-glucosidasas (Solares, 2015; Calzada et al., 2017a).
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experimental a las 0, 2 y 4 horas; administrados inicialmente con sacarosa (3
g/kg) y 30 min después con el extracto etandlico (EAchE, 300 mg/kg); *p<0.05.

28




Tabla 4. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental tratados con el EAchE en la prueba de TOS.

Niveles de glucosa en sangre (mg/dL)
Tratamiento

Oh 2h 4h
Control diabético con sacarosa 206.7£11.9 213.7£12.8 269.314.7
EAchE con sacarosa 212.3+13.1 200.3x11.7 185+15.5*
Control sano 154.31£1.2 151.34£31 146.645.2

Promedio £ D.E.; n=6, analisis por ANOVA de una via; *p<0.05

En la Tabla y Grafica 5 se muestran los resultados de la prueba de TOG en
animales diabéticos, administrados con la FAchAc2.

Cuando la FAchAc2 es administrada en combinacion con glucosa, se observa que
inhibe el pico posprandial a partir de las 2 horas, llegando a valores de glucemia

comparables con los niveles de glucemia producidos por el grupo control sano a

las 4 horas.
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Grafica 5. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental a las 0, 2 y 4 horas; administrados inicialmente con glucosa (1.5
g/kg) y 30 min después con la fraccion acuosa (FAchAc2, 300 mg/kg); *p<0.05.
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Tabla 5. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental tratados con la FAchAc2 en la prueba de TOG.

Niveles de glucosa en sangre (mg/dL)
Tratamiento

Oh 2h 4h
Control diabético con glucosa 206+7.4 225.3t5.5 277.316
FAchAc2 con glucosa 201.348 172.3£5.9* 162.7£18*
Control sano 154.3+1.2 151.3+3.1 146.6+5.2

Promedio £ D.E.; n=6, analisis por ANOVA de una via; *p<0.05

En la Tabla y Grafica 6 se muestran los resultados de la prueba TOS en animales
diabéticos tratados con la FAchAc2.

Cuando la FAchAc2 es administrada en conjunto con la sacarosa, inhibe el pico
posprandial a partir de las 2 horas. Sin embargo, al tiempo de 4 horas, el efecto
anti-hiperglucemiante producido por esta fraccion se pierde ligeramente.

Estos resultados validan el efecto inhibidor de la FAchAc2 y permite determinar
que posible blanco de accion es sobre las enzimas a-glucosidasas, ya que retarda
la hidrolisis de la sacarosa a glucosa y, por consiguiente, retarda su absorcidn
(Solares, 2015; Calzada et al., 2017a).
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Grafica 6. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental a las 0, 2 y 4 horas; administrados inicialmente con sacarosa (3
g/kg) y 30 min después con la fraccion acuosa (FAchAc2, 300 mg/kg); *p<0.05.
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Tabla 6. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental tratados con la fraccidn acuosa (FAchAc1) en la prueba de TOS.

Niveles de glucosa en sangre (mg/dL)
Tratamiento

Oh 2h 4h
Control diabético con sacarosa 206.7£11.9 213.7£12.8 269.314.7
FAchAc2 con sacarosa 208.3+10.9 165.7+6.3* 186+11.1*
Control sano 154.31£1.2 151.31£3.1 146.615.2

Promedio £ D.E.; n=6, analisis por ANOVA de una via; *p<0.05

En la Tabla y Grafica 7 se muestran los resultados de la prueba TOG en animales
diabéticos, tratados con FAchDCM. Al administrar la FAchDCM en conjunto con

glucosa, los niveles de glucemia que se obtienen son comparables con los niveles
del control sano desde las 2 hasta las 4 horas.
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Grafica 7. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental a las 0, 2 y 4 horas; administrados inicialmente con glucosa (1.5

g/kg) y 30 min después con la fraccion de diclorometano (FAchDCM, 300
mg/kg); *p<0.05.
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Tabla 7. Comparacién de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental tratados con la fraccién de diclorometano (FAchDCM) en la prueba
de TOG.

Niveles de glucosa en sangre (mg/dL)
Tratamiento

Oh 2h 4h
Control diabético con glucosa 206+7.4 225.3+5.5 277.316
FAchDCM con glucosa 204.3x11.9 130.3+11.5* 153.717.2*
Control sano 154.31£1.2 151.3£3.1 146.615.2

Promedio £ D.E.; n=6, analisis por ANOVA de una via; *p<0.05

En la Tabla y Grafica 8 se muestran los resultados de la prueba TOS en animales
con diabetes experimental tratados con la FAchDCM. Al administrar la FAchDCM
en conjunto con la sacarosa, produce que los niveles de glucemia del pico
posprandial disminuyan, generando hipoglucemia a las 2 h y regresando a niveles
de glucosa comparables con los niveles del grupo control sano a las 4 h. El efecto
inhibidor en la hidrdlisis de sacarosa y el retardo en la absorcién de glucosa, nos
indica que el probable mecanismo de la fraccion es mediante la inhibicion de las

enzimas oa-glucosidasas.
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Grafica 8. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental a las 0, 2 y 4 horas; administrados inicialmente con sacarosa (3
g/kg) y 30 min después con la fraccion de diclorometano (FAchDCM, 300
mg/kg); *p<0.05.
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Tabla 8. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental tratados con la fraccion de diclorometano (FAchDCM) en la prueba
de TOS.

Niveles de glucosa en sangre (mg/dL)
Tratamiento

Oh 2h 4h
Control diabético con glucosa 206+7.4 225.3+5.5 277.316
FAchDCM con sacarosa 205.7+8.4 119+15.3* 150.3+7.5*
Control sano 154.34£1.2 151.31£31 146.615.2

Promedio £ D.E.; n=6, analisis por ANOVA de una via; *p<0.05

Los resultados obtenidos en la prueba de TOS en el extracto y las fracciones, nos
indica la presencia de compuestos en las hojas de A. cherimola Miller que afecta
la captacion o utilizacion de la glucosa y/o sobre la secrecién de insulina (Bilous
et al., 2010). Los resultados de la prueba TOS, nos permite evaluar si la accién
antihiperglucemica del compuesto actua mediante la inhibicion de las enzimas a-

glucosidasas (Escandon-Rivera et al., 2012).

A continuacién se muestran los resultados y discusion de resultados de la
segunda parte.

Una vez confirmado el efecto anti-hiperglucemiante de la fraccion acuosa, se
procedio a purificar mediante cromatografia fina preparativa a los compuestos
mayoritarios presentes.

Los compuestos purificados e identificados en la fraccion acuosa (425 mg) fueron
siete flavonoides (rutina, narcisina, hiperina, nicotinflorina, isoquercitrina,
astragalina y miricetina) y un acido fendlico (acido clorogénico). En la Tabla 9 se

muestran los rendimientos obtenidos de cada uno de ellos.
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Tabla 9. Rendimientos de compuestos aislados y purificados

Narcisina 37.29 mg
Hiperina 36.61 mg
Nicotinflorina 34.14 mg
Astragalina 12.73 mg
Acido clorogénico 3.41mg
Isoquercitrina 20.1 mg
Rutina 73.54 mg
Miricetina 14.83 mg

Lo anterior sugiere que los flavonoides son parte de los constituyentes activos de
las hojas. De los compuestos aislados, se obtuvo en mayor proporcion la rutina, lo
anterior es respaldado con la literatura, donde nos indica que la rutina es el
principal componente de las hojas de Annona cherimola Miller (Falé et al., 2013;
Solares, 2015; Calzada et al, 2017b).

En la Tabla 10, se muestran los resultados de las pruebas agudas en animales
diabéticos tratados con los compuestos purificados de la FAchAc2. Como control
positivo se muestran los valores de los niveles de glucemias obtenidos en
animales diabéticos al ser tratados con acarbosa, observandose que la narcisina
presenta el efecto anti-hiperglucemiante durante toda la prueba, a las 4 horas
llegando a valores de glucemia comparables con valores del grupo control sano.
La hiperina presenta el efecto antihiperglucemiante a las 2 horas y produce un
incremento del efecto en comparacién al producido por la acarbosa, alcanzando
valores de glucemia comparables con los niveles del grupo control sano. Sin
embargo, no se mantienen y a las 4 horas su efecto disminuye ligeramente a
valores de glucemia comparables al de la acarbosa.

El flavonoide nicotinflorina presenta un efecto anti-hiperglucemiante durante toda
la prueba, llegando a valores comparables con los niveles de glucemia generados

por la acarbosa.
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La astragalina presenta efecto anti-hiperglucemiante; a las dos horas produce
niveles de glucemia comparables con los generados por acarbosa, y a las 4 horas
pierde ligeramente su efecto.

El acido clorogénico no presento actividad anti-hiperglucemiante, los niveles de
glucemia son comparables con los valores del grupo control diabético.

En cuanto al flavonoide isoquercitrina, si presenta el efecto anti-hiperglucemiante.
Se observa que a las 2 horas presenta un efecto mayor al generado por la
acarbosa; sin embargo, no se mantiene, ya que pierde ligeramente su efecto anti-
hiperglucemiante a las 4 horas llegando a valores de glucemia comparables con
los producidos por la acarbosa.

El efecto anti-hiperglucemiante observado por los flavonoides narcisina,
nicotinflorina, hiperina, astraglina e isoquercitrina concuerda con lo reportado en la
literatura (Tadera et al., 2006; Hong et al., 2013; Bindis et al., 2013).

Varios polifenoles y en especial los flavonoides son conocidos por inhibir las
enzimas a-glucosidasas; se ha descrito que esta actividad es usualmente menor
por flavonoides glucosilados que por los no glucosilados (Tadera et al., 2006).

Los resultados presentados en la Tabla 10 y Grafica 9 nos muestran que la
miricetina presenta un mayor efecto anti-hiperglucemiante al generado por la
acarbosa, manteniendo niveles de glucemia a las 2 y 4 horas comparables con los
niveles producidos por el grupo control sano.

Se observa que la rutina también presenta un efecto anti-hiperglucémico mayor al
generado por la acarbosa a las 2 y 4 horas, y al igual que la miricetina, los niveles
de glucemia son comparables con el grupo control sano. Los resultados obtenidos
por la rutina validan el efecto anti-hiperglucemiante, previamente demostrado
(Solares, 2015).

El efecto anti-hiperglucemiante observado por estos flavonoides, rutina y
miricetina, concuerda con lo reportado en la literatura (Cazarolli et al., 2008b; Li et
al., 2009; Yin et al., 2014; Vinayagam et al., 2015; Solares, 2015; Calzada et al.,
2017b). Estos flavonoides pertenecen al grupo de los flavonoles; la diferencia
entre ellos es la sustitucion en la posicion tres, en el caso de la rutina una
glucosilacién y en el caso de miricetina un grupo hidroxilo, como se puede

observar en la Figura 10.
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Se ha demostrado que la administracion diaria de rutina en ratas con diabetes
inducida quimicamente normliza los niveles de glucosa en sangre, inhibe el pico
posprandial, protege al higado y a los rifiones contra el dafo inducido por
streptozotocina (Habtemariam et al., 2015).

Estudios tambien han mostrado que la miricetina es uno de los principales
componentes hipoglucemiantes de origen vegetal y su ingesta dietética es de
alrededor de 0.98-1.1 mg por dia, mayor que algunos otros flavonoles. La
informacion sobre su consumo en los alimentos sugirié que el riesgo de padecer
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) podria ser menor debido a una mayor ingesta de
esta (Lietal., 2012).

Tabla 10. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental tratados con los compuestos purificados en modelo agudo.

. Niveles de glucosa en sangre (mg/dL)
Tratamiento

Oh 2h 4h

Acarbosa (50 mg/kg) 2054 190+5* 181.317.4*
Narcisina (50 mg/kg) 204.7+9.8 186.3+4.1 167.3+15.5*
Hiperina (50 mg/kg) 203+3.5 152.7+13.7* 184.3+13
Nicotiflorina (50 mg/kg) 206.7+0.9 176.7+5.3* 179.7+6.1*
Astragalina (50 mg/kg) 203.3x11.9 190.7+3.3 200+6.4
Acido clorogénico (50 mg/kg)| 204.3%10.5 193£15.9 21148.5
Isoquercitrina (50 mg/kg) 206.3+12.7 169+7.9* 197.7+8.9
Rutina (50 mg/kg) 214.3+9.8 170.6+20.4* 162.3+8.9*
Miricetina (50 mg/kg) 197.3+6.3 161+£15.2* 155+7.8*
Control diabético 214114 218.5+9.1 221.5+9.6

Promedio £ D.E.; n=6, analisis por ANOVA de una via; *p<0.05
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Grafica 9. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental tratados con acarbosa, rutina y miricetina a las 0, 2 y 4 horas;
*p<0.05

Tomando en cuenta que los flavonoides rutina y miricetina mostraron un mejor
efecto anti-hiperglucemiante al producido por la acarbosa, fueron seleccionados
para realizar las pruebas subcroénicas.

En la Grafica 10 y Tabla 11 se muestra la prueba subcrénica de los animales
diabéticos tratados con rutina y miricetina. Los niveles de glucemias obtenidos
son comparados con las glucemias de los animales diabéticos tratados con
acarbosa.

Estos resultados muestran que, la rutina continua presentando una actividad anti-
hiperglucemiante durante todo el experimento, generando valores de glucemia
comparables con los generados por el grupo tratado con acarbosa la mayor parte
de la prueba; para la 4ta. semana, la rutina produce un efecto anti-
hiperglucemiante ligeramente mayor al producido por la acarbosa.

En cuanto al flavonoide miricetina, se observa que también continda presentando
el efecto anti-hiperglucemiante previamente observado durante la prueba
subcronica. Es importante hacer notar que los niveles de glucemia generadas por
la miricetina son comparables con las glucemias generadas por los grupos

tratados con acarbosa durante todo el experimento.
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Estos resultados presentados por la rutina y la miricetina presentan una ventaja,
ya que muchos farmacos ocupados para el tratamiento de la DM2 pierden su

efecto cuando son utilizado por periodos largos (Li et al., 2012).
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Grafica 10. Comparacién de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental tratados con acarbosa, rutina y miricetina por 28 dias; *p<0.05.

Tabla 11. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental tratados con acarbosa, rutina y miricetina a los 0, 7, 14, 21 y 28 dias.

Niveles de glucosa en sangre (mg/dL)
Dia 0 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 28

Tratamiento

Acarbosa (50 mg/kg) | 208+7.4 190.6+3.2 173x7.5 171.3+1 174.7£2.5

Rutina (50 mg/kg) 204+6.8 204.3+5 176.3t4  168.3+2 165.3+1.8*

Miricetina (50 mg/kg)| 203£10.5 197.3+5.2 178.7t4.8 169.7+4.7 172+2.5

Control sano 179.7¢5.5 158.7+13.3 151+4.2 147.7443 147.7+4.3

Control diabético 210+14.5 220.842.2 218.2+1.5 214+6.7 237.3+4.3

Promedio * D.E.; n=6, analisis por ANOVA de una via; *p<0.05
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En las Gréaficas 11-14 y en las Tablas 12-15 se muestran las pruebas de
tolerancia oral a la glucosa (TOG) y a la sacarosa (TOS), con el objetivo de
aportar informacién para establecer el posible mecanismo de accion mediante el

cual, la rutina y miricetina producen su efecto anti-hiperglucemiante.

En las Graficas 11-12 y en las Tablas 12-13, se muestran los resultados obtenidos
de la prueba de tolerancia oral a la glucosa y sacarosa para la rutina. Los niveles
de glucemia son comparados con el control diabético administrado solo con
glucosa al t=0 h.

En los resultados mostrados en la Grafica 11 y Tabla 12, se observa que, al
administrar una carga de glucosa en animales diabéticos, los niveles de glucosa
se elevan, mostrandose el pico posprandial con su maximo a las 4 horas. Cuando
la rutina es administrada en combinacion con glucosa, inhibe el pico posprandial a
partir de las 2 horas; a las dos horas mantiene valores de glucemia con las del
grupo control sano, y a las 4 horas pierde ligeramente efecto anti-

hiperglucemiante.
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Grafica 11. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes

experimental a las 0, 2 y 4 horas, tratados 30 min después con rutina previa

administracién de glucosa; *p<0.05.
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Tabla 12. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental tratados con rutina en la prueba de TOG.

Niveles de glucosa en sangre (mg/dL)
Tratamiento

Oh 2h 4h
Control diabético con glucosa 206+7.4 225.35.5 277.316
Rutina con glucosa 20749.2 166.7+20.1* 169.3+13.2*
Control sano 154.31£1.2 151.3+£3.1 146.645.2

Promedio £ D.E.; n=6, analisis por ANOVA de una via; *p<0.05

En los resultados mostrados en la Grafica 12 y en la Tabla 13, muestran que al
administrar una carga de sacarosa en animales diabéticos, los niveles de glucosa
se elevan, mostrandose el pico posprandial con un maximo a las 4 horas. Cuando
la rutina es administrada en combinacion con sacarosa, se observa que inhibe el
pico posprandial a partir de las 2 horas.

Los resultados mostrados en las pruebas TOS muestran que la rutina genera una
disminucién en los niveles de glucosa en sangre, indicandonos que el posible
blanco de accién es mediante la inhibicion de las enzimas a-glucosidasas.

Se han demostrado que la rutina interactia con cuatro residuos de aminoacidos
de las enzimas a-glucosidasas, lo cual revela su potencial de union a nivel
molecular en el sitio catalitico de la acarbosa; también se demostré que este
flavonol glucosilado tiene una alta afinidad por las enzimas a-glucosidasas al igual
que la acarbosa (Calzada et al, 2017a). Debido a que la rutina presenta una
estructura similar al azucar (rutinosa), puede actuar como el sustrato de las

enzimas a-glucosidasas e inhibirlas competitivamente (Hakamata et al., 2009).
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Grafica 12. Comparacién de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental a las 0,2 y 4 horas, tratados 30 min después con rutina previa
administraciéon de sacarosa; *p<0.05.

Tabla 13. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental tratados con rutina en la prueba de TOS.

Niveles de glucosa en sangre (mg/dL)
Tratamiento

Oh 2h 4h
Control diabético con sacarosa 206.7£11.9 213.7£12.8 269.314.7
Rutina con sacarosa 213116 184.3£11.9*  188.3£14.7*
Control sano 154.31£1.2 151.3£3.1 146.615.2

Promedio £ D.E.; n=6, analisis por ANOVA de una via; *p<0.05

En las Graficas 13-14 y en las Tablas 14-15 se muestran los resultados de la
prueba de tolerancia oral a la glucosa y sacarosa con miricetina. Los niveles de
glucemia son comparados con el control diabético administrado solo con
sacarosa.
Los resultados de la prueba TOG son mostrados en la Grafica 13 y Tabla 14.
Cuando la miricetina es administrada en combinacion con glucosa, inhibe el pico
posprandial a partir de las 2 horas, llegando a valores de glucemia comparables
con las glucemias del grupo control sano a las 4 horas. Estos resultados muestran

que la miricetina afecta la captacion o utilizacion de la glucosa y/o en la secrecion
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de la insulina (Bilous et al., 2010).
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Grarmca 19. comparacion ae 10s valores ae giucemias en animaies con alaneies
experimental a las 0, 2 y 4 horas, tratados 30 min después con miricetina previa
administracién de glucosa; *p<0.05.

Tabla 14. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental tratados con miricetina en la prueba de TOG.

Niveles de glucosa en sangre (mg/dL)
Tratamiento

Oh 2h 4h
Control diabético con glucosa 206+7.4 225.3+5.5 277.3+6
Miricetina con glucosa 206.7+8.4 180.3+7.3 156.3+4.9*
Control sano 154.311.2 151.3+3.1 146.615.2

Promedio £ D.E.; n=6, analisis por ANOVA de una via; *p<0.05

Los resultados de la prueba de TOS son mostrados en la Grafica 14 y Tabla 15.
Al administrar una carga de sacarosa en animales diabéticos, los niveles de
glucosa se elevan, mostrandose el pico posprandial con un maximo a las 4 horas.
Cuando la miricetina es administrada en combinacion con sacarosa, se observa
que inhibe el pico posprandial a las 4 horas.

Los resultados mostrados por la prueba TOG y TOS sugieren que la miricetina

ejerce su efecto inhibidor en los niveles de glucemia a través de la inhibicion de
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las enzimas a-glucosidasas a nivel intestinal, sin embargo, no se descartan otros
blancos de accion.

Recientemente, se han identificado inhibidores de enzimas a-glucosidasas que no
presentan compuestos similares al azucar y estos inhibidores podrian unirse al
sitio de unién para la aglicona o en cualquier otro lugar (Figura 8) (Hakamata et
al., 2009).

De acuerdo a la literatura, el efecto antihiperglucemiante de la miricetina se debe
a una mejora en la senalizacion de la insulina, también se ha reportado otro
mecanismo por el cual disminuye los niveles de glucemia, el cual es mediante la
inhibiciéon de las enzimas a-glucosidasas (Li et al.,, 2012; Meng et al., 2016). El
poder de inhibicion en las enzimas a-glucosidasas de la miricetina es debido a las
sustituciones que presenta en el anillo B (Figura 9), se ha encontrado que la
actividad inhibitoria incrementa considerablemente con el aumento de grupos

hidroxilo en este anillo (Tadera et al., 2006).
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Grafica 14. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental a las 0, 2 y 4 horas, tratados 30 min después con miricetina previa
administracién de sacarosa; *p<0.05.
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Tabla 15. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental tratados con miricetina en la prueba de TOS.

Niveles de glucosa en sangre (mg/dL)
Tratamiento

Oh 2h 4h
Control diabético con sacarosa 206.7£11.9 213.7£12.8 269.314.7
Miricetina con sacarosa 221.3+8.4 196+7.3 180.7+4.9*
Control sano 154.3+1.2 151.3+3.1 146.65.2

Promedio £ D.E.; n=6, analisis por ANOVA de una via; *p<0.05

El posible mecanismo de accion elucidado por los resultados obtenidos en las
pruebas TOG y TOS con la rutina y la miricetina es la inhibicién de las enzimas o-
glucosidasas. Estas enzimas estan presentes en las vellosidades intestinales y
son enzimas que actuan en la hidrélisis de la sacarosa, maltosa y otros
oligosacaridos en monosacaridos (glucosa, fructuosa y galactosa) (Rosak et al.,
2012). El resultado es la demora en la digestion de los hidratos de carbono y el
retardo en la hidrdlisis de sacarosa, resultando en una disminucion de glucosa en
sangre.

A continuacién se muestran los resultados y discusion de la tercera parte. Las
glucemias son comparadas con el grupo control de animales diabéticos.

En la Grafica 15 y Tabla 16, se muestran los resultados de las glucemias de
animales diabéticos tratados con rutina y rutina-acarbosa en una prueba aguda.
Se observa que la combinacion de acarbosa-rutina presenta un efecto anti-
hiperglucemiante, el cual, presenta valores de glucemia comparables con los
niveles de glucemia generados por la acarbosa sola y la acarbosa-rutina.
Sin embargo, es importante hacer notar, que la mezcla de acarbosa-rutina nunca
llega a valores de glucemia comparables con el grupo control sano como es el
caso de la rutina sola. Estos resultados, nos indican que la administracion
conjunta de acarbosa con rutina no impacta en el efecto anti-hiperglucemiante

producido por la administracion de rutina sola.
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Grafica 15. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental tratados con rutina, acarbosa y una combinacion de ambas; *p<0.05.

Tabla 16. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental a las 0, 2 y 4 horas, tratados con rutina, acarbosa y rutina-acarbosa

Niveles de glucosa en sangre (mg/dL)
Tratamiento

Oh 2h 4h
Rutina (50 mg/kg) 214.3+9.8 170.6+20.4* 162.3+8.9*
Acarbosa (50 mg/kg) 2054 190+5* 181.317 4%
Acarbosa (50 mg/kg)+rutina (50 mg/kg) | 212.3+14.5 187.3+13.2* 169.7+4.5*
Control sano 154.3£1.2 151.3+3.1 146.615.2
Control diabético 214114 218.5£9.1 221.5+9.6

Promedio £ D.E.; n=6, analisis por ANOVA de una via; *p<0.05

En la Gréfica 16 y en la Tabla 17, se muestran los resultados de los niveles de
glucemia de animales diabéticos tratados con rutina y glibenclamida-rutina en
prueba aguda. El analisis de resultados muestra que la combinacion de
glibenclamida-rutina presenta una actividad anti-hiperglucemiante, sin embargo,
genera hipoglucemia leve a las 4 horas, al igual que la administracién de
glibenclamida sola. Con estos resultados, se indica que la mezcla de rutina con
glibenclamida potencia ligeramente el efecto anti-hiperglucemiante que presenta

la rutina sola, generando hipoglucemia.
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Grafica 16. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental tratados con rutina, glibenclamida y una combinacion de ambas;
*p<0.05

Tabla 17. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes
experimental a las 0, 2 y 4 horas, tratados con rutina, glibenclamida y rutina-
glibenclamida.

Niveles de glucosa en sangre (mg/dL)
Tratamiento

Oh 2h 4h
Rutina (50 mg/kg) 214.319.8 170.6£20.4* 162.3+8.9*
Glibenclamida (5 mg/kg) 206+11.8 128.3+14.4* 138.3+12.1*
Glibenclamida (5 mg/kg)+rutina (50 mg/kg) | 207.7£16.1 119.745.1* 118+5.7*
Control sano 154.3+£1.2 151.3+3.1 146.6%£5.2
Control diabético 214114  218.5+9.1 221.5+9.6

Promedio  D.E.; n=6, analisis por ANOVA de una via; *p<0.05

En la Grafica 17 y en la Tabla 18, se muestran los resultados de la prueba aguda
en donde se comparan los niveles de glucemias de animales diabéticos tratados

con rutina y rutina-metformina.
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Como se puede observar en los resultados mostrados en la Grafica 17 y Tabla 18,
la combinacion de metformina-rutina presenta en toda la prueba un efecto
hipoglucemiante. Se debe hacer notar que la administracion de metformina sola,
también genera un efecto hipoglucemiante desde las dos hasta las cuatro horas
del experimento. Con los resultados obtenidos, se puede indicar que la
combinacion de rutina con metformina potencia el efecto anti-hiperglucemiante
que presenta la rutina y metformina cuando son administradas por separado,

generando una hipoglucemia la mayor parte de la prueba.

De acuerdo a la literatura, el efecto aditivo que presenta la rutina cuando es
combinada con otros farmacos, en este caso con glibenclamida y metformina, es
debido a que los mecanismos de accion de ambos son diferentes y por lo tanto el

efecto se sinergisa (Aminoff, et al. 2014).
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Grafica 17. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes

experimental tratados con rutina, metformina y una combinacion de ambas;
*p<0.05.

47



Tabla 18. Comparacion de los valores de glucemias en animales con diabetes

experimental a las 0, 2 y 4 horas, tratados con rutina, metformina y rutina-
metformina.

Niveles de glucosa en sangre (mg/dL)
Tratamiento

Oh 2h 4h
Rutina (50 mg/kg) 214.319.8 170.6+20.4* 162.3+8.9*
Metformina (850 mg/kg) 212+17.2  130+8.8* 99.7+23.5*
Metformina (850 mg/kg)+rutina (50 mg/kg) | 207£10.4 105.3+2.9* 100+1.9*
Control sano 154.3+1.2 151.3+3.1 146.615.2
Control diabético 214114 218.5£9.1 221.5+9.6

Promedio £ D.E.; n=6, analisis por ANOVA de una via; *p<0.05
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VIlIl. CONCLUSIONES

Se confirma el efecto anti-hiperglucemiante del extracto etandlico, la fraccién

acuosa y la rutina.

Se confirma que el mecanismo por el cual el extracto etandlico, la fraccién acuosa
y la rutina generan disminucion de los niveles de glucemia es mediante la

inhibicion de la enzima a-glucosidasa.

Se aporta que la fraccibn de diclorometano presenta un efecto anti-
hiperglucemiante y el mecanismo mediante el cual genera este efecto es por

inhibicion de las enzimas a-glucosidasas.

Los compuestos purificados e identificados de la fraccion acuosa fueron siete
flavonoides (rutina, narcisina, hiperina, nicotinflorina, isoquercitrina, astragalina,

miricetina) y un acido fendlico (acido clorogénico).

Todos los flavonoides aislados mostraron una actividad anti-hiperglucemiante, sin
embargo, la miricetina presenta un efecto importante comparable con el mostrado
por la rutina y se evidencia que la miricetina es un inhibidor de las enzimas o-

glucosidasas.

Se observa que la combinacién de rutina-acarbosa no afecta el efecto anti-
hiperglucemiante. La combinacién de rutina-glibenclamida y rutina-metformina
genera interaccion, potenciando ligeramente el efecto anti-hiperglucemiante y

generando una hipoglucemia significativa.
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