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1 Introduccion:

En México la diabetes mellitus (DM) es un problema de salud con un crecimiento
constante que genera una mala calidad de vida en los pacientes, asi como altos
costos econdmicos en el sector salud. Actualmente los tratamientos
farmacolégicos no tienen alta efectividad debido a diversos factores, como malos
habitos alimenticios y falta de ejercicio. También se encuentran los efectos
adversos de los medicamentos (insuficiencia renal, resistencia al medicamento,
hipertension arterial, entre otros) que son un problema de salud al que se debe de
prestar atencion interdisciplinaria.

En México se encuentra una cantidad importante de remedios en la herbolaria
tradicional, en la mayoria de las plantas con usos medicinales prevalece una falta
de investigacion que corrobore sus propiedades. Entre las especies utilizadas para
el tratamiento empirico de la Diabetes Mellitus se encuentran algunas plantas del
orden Asteraceae. Ageratina petiolaris (conocida como hierba del burro, hierba del
angel) pertenece a dicho orden, se utiliza empiricamente en el tratamiento de
Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) y se sabe que algunas especies del orden
Asteraceae presentan actividad contra bacterias.

En el uso de plantas medicinales se ha observado que algunos extractos generan
efectos adversos como: hipertension arterial, taquicardia, ceguera, casos de
embolia, etc. y aun siguen siendo utilizadas con dosis variadas que agravan los
problemas de salud. En ocasiones las personas abandonan el tratamiento
farmacéutico por uno herbolario debido a sus bajos costos y la consecuencia es

que agravan sus padecimientos.



Alrededor del 70% de las plantas que se utilizan tradicionalmente no se han
estudiado a profundidad, este es el caso de Ageratina petiolaris, primeramente se
debe comprobar si presenta efecto terapéutico y después continuar con la
investigacion para encontrar los efectos adversos que podrian causar en los
pacientes que utilizan el extracto sin una posologia determinada.

Algunas especies del orden Asteraceae también se utilizan empiricamente en el
tratamiento de infecciones bacterianas, por lo que es importante que la actividad
antibacteriana sea evaluada para su comprobacion. Sin embargo, los estudios de
la planta A. petiolaris son escasos, en esto radica la importancia de la presente
investigacion, en la cual se evaluara si posee los efectos hipoglucemiante y
antimicrobiano, por lo que se evaluara si el extracto acuoso de la planta Ageratina
petiolaris presenta la actividad hipoglucemiante utilizando un modelo de Diabetes
Mellitus tipo 2 con ratones CD1 sanos, a los cuales se les induce una
hiperglucemia temporal. A su vez, la actividad antibacteriana se determinara
utilizando S. aureus y E. coli como una muestra de bacterias Gram positivas y
Gram negativas respectivamente,

Es importante que el estudio se profundice, ya que en caso de encontrar la
propiedad terapéutica en el extracto acuoso de A. petiolaris, podria servir como
ayuda en el tratamiento de DM2 y con un probable uso en el tratamiento
infecciones bacterianas; en el caso contrario se debera establecer que el uso de la

planta como tratamiento alternativo no es apropiado.



2 Marco Teorico.

2.1 Epidemiologia de la Diabetes en México.

La diabetes se esta convirtiendo rapidamente en la epidemia del siglo XXl y en un
reto de salud global. Estimaciones de la Organizacién Mundial de la Salud indican
que a nivel mundial, de 1995 a la fecha casi se ha triplicado el numero de
personas que viven con diabetes, esto es mas de 285 millones de personas con
diabetes. La Federacion Internacional de Diabetes informa que los paises con
mayor poblacién de diabéticos son: China, Estados Unidos, Brasil, Rusia y México.
La diabetes tiene causas multiples y es de caracter cronico, en su etapa inicial no
produce sintomas, cuando se detecta tardiamente y no se trata adecuadamente
ocasiona complicaciones de salud graves como infarto del corazén, ceguera, falla
renal, amputacion de las extremidades inferiores y muerte prematura. Se ha
estimado que la esperanza de vida de individuos con diabetes se reduce entre 5 y
10 afos. En México la esperanza de vida en el 2010 fue de 77 anos, la edad
promedio de las personas que murieron por diabetes fue de 66.7 afos, lo que
sugiere una reduccién de 10 afios.

La Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) es un problema de salud a nivel mundial que se
presenta en mayor proporcion en los paises en vias de desarrollo. En México se
ha observado un aumento continuo del padecimiento desde hace mas de 30 afos.
Si bien actualmente la DM tipo 2 es uno de los principales problemas
epidemioldgicos y emergentes en nuestro pais, existen estimaciones que para el
afo 2025 se podria llegar a triplicar el numero de casos. 2

Se ha estimado que para 2025 en México habra unos 11.7 millones de diabéticos,

cifra que continuaria en aumento debido al envejecimiento, la urbanizacion y la
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alta prevalencia de obesidad e inactividad fisica que caracterizan a la poblacion
mexicana. Se ha estimado que para el afio 2030 el costo en atencion médica
llegara a US$ 14 695 229 000 que representan el 15% del gasto en salud;, lo que
a su vez generara un impacto negativo. En México la DM debe ser considerada
como una prioridad de salud publica, cuyo manejo requiere informar a la sociedad
en su conjunto acerca de la magnitud y la complejidad del problema.

Dado la complejidad del problema de salud se necesita investigacion
interdisciplinaria que permita establecer un modelo preventivo y de tratamiento
que pueda hacer frente a los retos de tratamiento individual del paciente, ya que
existe baja adherencia al tratamiento, desapego a la dieta recomendada, baja
actividad fisica y baja disponibilidad de servicios y medicamentos asociados con el
tratamiento glicémico. 3

2.2 Diabetes Mellitus tipo 1y 2

Se denomina diabetes mellitus al grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizadas por hiperglucemia resultante de defectos en la secrecion y/o acciéon
de la insulina. La hiperglucemia cronica de la diabetes se asocia con
complicaciones a largo plazo, disfuncion y falla de varios 6rganos, especialmente
de los ojos, rilones, nervios, vasos sanguineos y corazoén.

DM tipo 1 (destruccion de células beta).

La diabetes tipo 1, se caracteriza por la destruccion de los islotes pancreaticos de
las células beta y posterior deficiencia absoluta de insulina, por lo que los
individuos presentan la tendencia hacia la cetosis en condiciones basales.

La forma de diabetes autoinmune representa del 5% al 10% de los pacientes

diabéticos y es la resultante de la destruccion autoinmune de las células beta
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pancreaticas, del 85% al 90% de estos individuos presenta uno o mas tipos de
autoanticuerpos que danan el pancreas, ademas, esta enfermedad tiene una
fuerte asociacion con el sistema de histocompatibilidad HLA. *

La velocidad de destruccion de las células beta pancreaticas es variable, en
algunos sujetos es rapida (bebés y nifios) y algo mas lenta en otros (adultos). La
primera manifestacion de la enfermedad, especialmente en el primer grupo, puede
ser la cetoacidosis. Otros pueden presentar hiperglucemia moderada en ayunas,
capaz de cambiar rapidamente a hiperglucemia grave o a cetoacidosis, en
presencia de causas desencadenantes. La destruccion autoinmune de las células
beta tiene multiples factores de predisposicion y también se relaciona con factores
ambientales. Algunos pacientes presentan DM1 idiopatica y cursan su enfermedad
con insulinopenia y propension a la cetoacidosis, sin evidencias de dafo
autoinmune. °

La diabetes mellitus tipo 2 (desde resistencia a la insulina predominante con
deficiencia relativa, hasta un defecto secretor de la insulina con resistencia).

La diabetes tipo 2 es la forma mas comun de diabetes, el cuerpo no produce
suficiente insulina o las células no hacen uso de la insulina; esto se conoce como
resistencia a la insulina, al principio, el pancreas produce mas insulina de lo
debido para cubrir la falta de insulina, pero con el tiempo, el pancreas no puede
mantener ese ritmo y no puede producir suficiente insulina para mantener sus
niveles de glucosa normales.

Cuando la glucosa se acumula en la sangre en vez de ingresar a las células,

puede producir dos problemas: primeramente, las células pueden quedarse sin
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energia y con el tiempo, los altos niveles de glucosa pueden causarle dafio en los
0jos, rinones, sistema nervioso y corazoén. 6

La diabetes tipo 2 representa el 90% al 95% de la poblacién diabética y abarca a
los sujetos que presentan resistencia a la insulina acompafada por deficiencia
relativa. Los pacientes no requieren de insulina en las primeras etapas de la
enfermedad y no se observan lesiones autoinmunes en el pancreas.

En la mayoria de los casos presentan obesidad, y esta provoca cierto grado de
resistencia a la insulina, la cetoacidosis raramente aparece de forma espontanea,;
su presencia se asocia con el estrés o con otra enfermedad. Dado que la DM2
cursa sin diagndéstico por varios afos, existe el riesgo de problemas tanto
macrovasculares como microvasculares, la secrecion de insulina es deficiente y no
alcanza a compensar la resistencia a la insulina. El envejecimiento, la obesidad y
el sedentarismo aumentan el riesgo de padecer la enfermedad. ’

2.3 Complicaciones microvasculares y macrovasculares.

Las complicaciones microvasculares son causadas por el dafio a los vasos
sanguineos pequefios, las lesiones que se generan en vasos sanguineos que
tienen un mayor calibre se definen como dafios macrovasculares. Entre los dafios
microvasculares se encuentran la retinopatia (dafios oculares), las afecciones
renales (nefropatia) que causan insuficiencia renal y lesiones de nervios que

generan el pie diabético, lo cual contribuye a infecciones muy graves.

Las complicaciones macrovasculares generan enfermedades como la

cardiovasculares, generando ataques cardiacos, afecciones cerebrovasculares e



insuficiencia circulatoria de miembros inferiores; un tratamiento adecuado puede

retrasar la evolucion de ambas complicaciones.

2.3.1 Retinopatia

El dafo de los vasos sanguineos de la capa posterior del ojo, capilares de la retina
y de la membrana basal capilar ocasiona una pérdida progresiva de la vision y
esta afeccidbn es de caracter irreversible; a este dafo se le conoce como

retinopatia y es una causa fuerte de discapacidad visual y de la ceguera.

La deteccion temprana y el tratamiento integral con un buen control metabdlico
pueden llegar a prevenir la retinopatia o incluso su prevencion, para esto se debe

de realizar exdmenes oculares e intervenciones en el tiempo preciso.

2.3.2 Nefropatia.

Las lesiones que causa la hiperglucemia en el glomérulo renal, el daio a la célula
mesangial y las afecciones a vasos sanguineos de calibre pequefio, son los
causantes de la nefropatia diabética. Esto origina la insuficiencia renal, siendo
esta una de las principales causas de dialisis, necesidad de trasplante y conlleva a

la muerte. 8

2.3.3 Neuropatia.

En pacientes con diabetes mellitus es la complicacién mas frecuente siendo
causante de amputaciones y lesiones; dicha patologia afecta fibras motoras,
sensitivas y autdbnomas del sistema nervioso periférico en extremidades inferiores.

El dafo a los pequenos vasos sanguineos genera una afeccion a los nervios y por
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lo tanto la enfermedad se puede manifestar por pérdida sensorial, impotencia

sexual y lesiones en miembros inferiores. °
2.3.4 Enfermedades cardiovasculares.

El dafio que se genera debido a la hiperglucemia en los vasos sanguineos es la
aterosclerosis, obstruyendo y endureciendo las arterias, si se reduce el flujo de
sangre al musculo cardiaco se genera el riesgo de infarto al miocardio, cuando se
obstaculiza el flujo hacia el encéfalo se puede generar un accidente

cerebrovascular. 1°
2.3.5 Enfermedad cerebral vascular.

Es la afeccion de tipo vascular generada por la hiperplasia en la capa muscular de
las arterias, este dafo es generado cuando hay una disminucion en la cantidad de
sangre que debe llegar al cerebro, cuando hay una ruptura o desgarre de las
arterias cerebrales debido al aumento de la presién arterial que puede llevar a una

hemorragia cerebral. '
2.4 Insulinay su alteracion en la Diabetes.

La insulina ejerce su actividad sobre el funcionamiento del endotelio vascular,
fisiolégicamente tiene efecto vasodilatador y antiinflamatorio y dicha actividad esta
mediada por la liberacion de 6xido nitrico asi como con la inhibicién del factor de

transcripcion nuclear.

La distribucién de la insulina es regulada por mecanismos coordinados: la

secrecion de la insulina, la estimulacién de captacion de glucosa en musculo e
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higado y la cancelacion de produccion de glucosa hepatica; cuando uno de estos

factores tiene alteraciones pueden ser causantes de la resistencia a la insulina.

Cuando el organismo responde de manera subnormal a una determinada
concentracion de insulina debido a un estado patoldgico se genera una condicidon
patoldégica conocida como resistencia insulinica; dicha resistencia genera
primeramente hiperinsulinemia con euglucemia, después hiperinsulinemia con

hiperglucemia. '

2.5 Tratamiento de la diabetes.

Actualmente existen diversos tratamientos para la DM2 que incluyen
medicamentos (hipoglucemiantes orales), uso de insulina con metformina en
pacientes con DM2 avanzada, sin embargo, todo tratamiento con medicamentos
debe ser utilizado con una dieta adecuada, habitos de ejercicio y apego total al
tratamiento farmacéutico. ">

2.5.1 Modificacién de dieta y ejercicio.

Una correcta intervencion en el estilo de vida de las personas hace que la
incidencia de personas con riesgo de DM2 disminuya de manera considerable; en
tanto que en el tratamiento de personas con DM2 hace que los medicamentos
hipoglucemiantes alcancen una buena eficiencia y reduce las complicaciones que
pueden desarrollarse con la enfermedad.

Dentro de la actividad fisica para el control de la glucemia se encuentran ejercicio
de caracter aerdbico con la finalidad de que la via metabdlica oxidativa sea

activada y asi se favorezca el uso de glucosa por el organismo; en tanto que el

ejercicio de fuerza (para incrementar la potencia, resistencia y fuerza muscular) se
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utiliza como entrenamiento anaerdbico; la combinacion de ambos tipos de ejercicio
con sesiones alternas; muestran eficacia en la glucemia de pacientes diabéticos a
largo plazo y en 24-48 horas después del entrenamiento.

De manera general, un entrenamiento por semana de al menos 150 minutos, en
intensidad moderada, en intervalos no mayores a 48 horas entre un tratamiento y

otro ayuda a obtener un control glucémico adecuado. 19

2.5.2 Tratamiento con plantas medicinales.

Los tratamientos con medicamentos se encuentran con la problematica creciente
de los efectos adversos, es por esa razén que la creciente busqueda de solucién a
la enfermedad en la herbolaria, permite que las plantas sean una alternativa a la
cual se le debe prestar atencion e investigar de manera exhaustiva para encontrar
los posibles beneficios. Dado que los tratamientos herbolarios en su mayoria no
estan estandarizados y regularizados presentan un riesgo de salud si se
consumen en exceso; o0 en el peor de los casos pueden causar diversos efectos

adversos lo que aumenta la necesidad de su investigacion.

2.5.3 Componentes activos de plantas en el tratamiento de DM2

Actualmente se sabe que algunos compuestos extraidos de plantas presentan
actividad para tratar la diabetes; entre las moléculas activas se encuentran
saponinas, flavonoides, derivados de inositol, cumarinas, alcaloides, entre otros.
Existen otros compuestos diversos, sobre los cuales hay informacién valiosa, por
ejemplo, la molécula D-chiro-inositol junto a sus dos galactoderivados extraidos de

Mucuna pruriens (Fabaceae) posee actividad hipoglucemiante en animales de
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experimentacion; otro ejemplo es el acido clorogénico, un compuesto aislado de
Cichorium intybus que manifiesta un efecto sobre la insulina estimulando la
captacion de glucosa a través de la sensibilizacion de la insulina en los adipocitos
en un modelo in vitro. '® "7

A continuacion se aborda el uso de hipoglucemiantes orales (HO) en el

tratamiento de DM2.

2.5.4 Uso de hipoglucemiantes orales en el tratamiento de DM2.

La Secretaria de Salubridad y Asistencia (SSA) en su Norma Oficial Mexicana
(NOM-015-SSA2-2010) para la prevencion, tratamiento y control de la diabetes
mellitus especifica las recomendaciones para la prescripcién de las sulfonilureas
(SU) y las biguanidas. La NOM-015-SSA2-2010 menciona que las SU, como la
glibenclamida y la glimepirida, son los farmacos de primera linea para el
tratamiento del paciente no obeso con DM2, en tanto que las biguanidas, como la
metformina, son los farmacos de eleccion para el tratamiento del paciente obeso y
con diagnostico de DM2, asi como los que presentan fallos primarios vy
secundarios en el tratamiento con SU. ® En la tabla 1 se presentan algunos de los

HO mas comunes, asi como los efectos adversos que causan:
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Tabla 1 Hipoglucemiantes orales y efectos adversos

Farmaco
hipoglucemiante

Mecanismo de accidon

Efectividad

Efectos adversos

Sulfonilureas
primera
generacion
(tolbutamida) y
segunda
generacion
(glibenclamida)

Estimulan la liberacién
de insulina de las
células 3 del pancreas,
al unirse al receptor
para sulfonilurea se
cierra el canal de K*
sensible al ATP,
disminuye la salida de
K*. Se despolariza la
membrana abriendo
los canales de Ca?,
con posterior
translocacion de los
granulos secretores de
insulina a la superficie
de la célula.

Mas del 60% de
personas con
DM2 responden a
las sulfonilureas.
Del 5 al 20% de
los pacientes
sufren falla
secundaria
debido a la
exposicion
prolongada que
inhibe la sintesis
de proinsulina.

Puede causar
insuficiencia renal,
generar una
hipoglucemia
intensa,
alteraciones
dermatoldgicas,
reacciones de
hipersensibilidad,
molestias
gastrointestinales y
trastornos
hematoldgicos.

Meglitinidas
(rapaglinida 'y
nateglinida)

Se unen a un lugar
adyacente en el
receptor de
sulfonilurea de los
canales de potasio
sensibles al ATP e
inician las reacciones
que provocan la
liberacion de insulina

Se usan como
tratamiento Unico
oen
combinacion.
Estos farmacos
pueden usarse
en personas que
no se alimentan
con una dieta

Pueden causar
hipoglucemia
excesiva, cefaleas
y aumento de
infecciones en vias
respiratorias
superiores.
También pueden
presentar aumento

de las células B del regular. de peso. *°
pancreas.
Biguanidinas Reduce la Reduce las Se presenta

(Metformina)

Es un farmaco
antihiperglucémico
que requiere de
insulina pero no
promueve la
liberacion de esta
en las células
pancreaticas.

gluconeogénesis,
incrementa la
captacion y utilizacion
de la glucosa al
mejorar el transporte a
través de la membrana
celular e incrementar
el numero de
transportadores del
musculo esquelético y
disminuye la absorcion
de los azucares en el
intestino.

concentraciones
de glucosa en
ayuno en 60 a 80
mg/dL Hace
decrecer la
concentracion de
lipoproteinas de
baja densidad,
triglicéridos,
lipoproteinas de
muy baja
densidad y
colesterol.

malestar digestivo:
nausea y vomito,
malestar
estomacal,
flatulencia, y
diarrea. Los
efectos adversos
se atenuan al
ajustar la dosis y
administrar el
farmaco con
alimentos. %°
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Los efectos adversos de los medicamentos y desapego al tratamiento, en
ocasiones agravan el problema de salud, también existe una disposicion en la
poblacion a buscar alternativas en la herbolaria tradicional, lo que hace necesaria
la investigacion de los extractos naturales para comprobar su actividad
terapéutica. Existen plantas con diversas actividades farmacolégicas, algunas
plantas poseen propiedades antibacterianas, este es el caso de A. petiolaris que
es usada como agente hipoglucemiante y probablemente posee actividad
antibacteriana dado que algunas especies de su Orden presentan dichas
caracteristicas; es por lo que en el siguiente tema se abordara la tematica de los
antibioticos y la importancia de la busqueda de compuestos naturales con

actividad terapéutica.

2.6 Agentes antibacterianos.

Atendiendo a su efecto antibacteriano, los antimicrobianos se han clasificado
tradicionalmente en bactericidas (ejercen una accion letal para la bacteria) o
bacteriostaticos (sélo inhiben transitoriamente el crecimiento bacteriano). Cada
grupo de antibidticos actua preferentemente de una forma u otra, aunque un
mismo antibiético puede comportarse como bactericida o bacteriostatico,
dependiendo de la concentracién que alcance en la diana, o de su afinidad por la
diana de un determinado microorganismo. En general, son bactericidas los
antimicrobianos que actuan inhibiendo la sintesis de la pared, alterando la
membrana citoplasmica o interfiriendo con algunos aspectos del metabolismo del

ADN, y bacteriostaticos los que inhiben la sintesis proteica.
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2.6.1 Quinolonas, ciprofloxacino.

Son antibidticos que actuan en el metabolismo o la estructura de los acidos
nucleicos, el genoma bacteriano contiene informacioén para la sintesis de proteinas
que se transmite a través del ARN mensajero producido a partir del molde de ADN
(transcripcion), y para la sintesis de ARN ribosémico que formara parte de los
ribosomas bacterianos.

Cuando la bacteria se divide, la informacién del ADN debe duplicarse con el fin de
transmitir esta informacion a la descendencia; la replicacion y la transcripciéon del
ADN se realizan en varias fases con la participacion de diferentes enzimas y
sustratos, ademas del ADN molde, que constituyen dianas para la accion de
diversos antibioticos.

A continuacion, se presenta un resumen de las caracteristicas de las quinolonas;
dentro de este grupo se encuentra el criprofloxacino que sera utilizado como
testigo positivo frente al cual se evaluara si el extracto acuoso de A. petiolaris
posee efecto antibacteriano.

Tabla 2. Quinolinas, ventajas y desventajas.

Antibidtico Mecanismo Clasificacion de | Usos, ventajas y desventajas
de acciéon quinolonas

Quinolonasy | Actuan en Primera Tienen un espectro limitado a

rifampicinas enzimas que | generacion bacilos gramnegativos y solo se

(ambos participan en | (acido utilizan para infecciones de

presentan el los procesos | nalidixico) tracto urinario

mismo de Segunda Aumentan su actividad frente a

mecanismo de | transcripcion | generacion gramnegativos, presentan

accion). %’ y replicacion, | (norfloxacino) alguna actividad frente a Gram
su positivos, pero no frente a
interferencia anaerobios.
detiene el Tercera Tienen mejor actividad frente a
proceso generacion Gram positivos y organismos
infeccioso. %2 (ciprofloxacino, | fastidiosos y por sus
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levofloxacino) propiedades farmacocinéticas
permiten su empleo sistémico.

Cuarta Son muy activas frente a Gram
generacion positivos.

(moxifloxacino,
gemifloxacino)

Actualmente los agentes antibiéticos se enfrentan a la resistencia generada por un
mal uso y a la resistencia intrinseca de los microorganismos, generando una
creciente busqueda de tratamientos alternativos en compuestos antimicrobianos
provenientes de plantas. Es por esto que la investigacion de compuestos en las
especies vegetales es una fuente importante para nuevos farmacos.

Las plantas medicinales han sido usadas de manera tradicional para el cuidado de
la salud y actualmente lo hace mas del 80% de la poblacién mundial, con una
tendencia creciente en los paises industrializados. Este significativo aumento en la
utilizacion de las plantas medicinales constituye una importante alternativa
terapéutica y también se ve influenciado por el elevado costo de los farmacos. %

El creciente grado de afeccion por enfermedades bacterianas y la resistencia que
acompana a los antibidticos, ha conducido a la busqueda de compuestos
bioactivos. Las plantas constituyen una importante fuente para nuevas
alternativas.

Los estudios que demuestran las caracteristicas terapéuticas en plantas con
actividad antibacteriana, antifiungica y antiviral; promueven la ampliacion del area
de investigacion en las plantas medicinales. %> ?°

2.7 Modelo para determinar actividad antibacteriana.

En el area de investigacion, el desarrollo de farmacos comienza con la

identificacion de los principios activos, para después, utilizando diversos ensayos

pag. 15




bioldgicos obtener informacién sobre la capacidad antimicrobiana del compuesto
de interés, obteniendo la concentracion minima inhibitoria o la concentracion
minima bactericida. Para determinar su correcta evaluacién existen pruebas
estandarizadas que se llevan a cabo con el fin de valorar su actividad (en especial
la antimicrobiana) a través de diferentes métodos in vitro principalmente
desarrollados en el laboratorio y asi establecer frente a qué microorganismos son
activos ya sea a bacterias, hongos y protozoos. 27

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana en extractos crudos se realiza un
ensayo de difusion en agar, el cual consiste en hacer estria uniforme en un medio
estéril, se realizan pozos equidistantes con un perforador de corcho esterilizado
con un diametro conocido (6 mm) y se vierte el extracto a concentraciones
graduales en el ensayo se utiliza un control positivo y un control negativo. 2°
Ademas se deben considerar diversos ensayos de toxicidad para asegurar su
consumo. Es asi como el uso de plantas medicinales ademas de ser un hecho
evidente, también puede aportar informacion valiosa para el tratamiento de
infecciones bacterianas y DM2. 2

2.8 Uso de plantas medicinales con actividad hipoglucemiante

Existen varias revisiones valiosas sobre el uso etnobotanico de las plantas en
México. (Martinez, 1954; Diaz, 1976; Aguilar y otros, 1994; Argueta, 1994; Aguilar
y Xolalapa, 2002). Se encuentran datos de plantas con actividad farmacoldgica en
tesis o articulos sobre regiones especificas, en México se han documentado al
menos 306 especies de 235 géneros y 93 familias usadas como agentes
hipoglucemiantes. De acuerdo al estudio de Andrade-Cetto, se estima que al

menos se encuentran en México 500 especies utilizadas para tratar DM tipo 2. Las
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especies mas mencionadas pertenecen a: Asteraceae (47 especies), Fabaceae,
(27 especies), Cactaceae (16 especies), Solanaceae y Euphor-Biaceae (10
especies) y Laminaceae (9 especies). % El género Ageratina presenta diversos
compuestos entre ellos sesquiterpenos, dipertenos, cromenos, flavonoides y
derivados del timol, algunos de estos compuestos pueden presentar actividad
terapéutica.

El 50% de los farmacos que se prescriben hoy en dia se ha desarrollado a partir
de productos naturales y sus derivados; las plantas han desempenado una labor
importante en el tratamiento de la diabetes y es por ello que la planta “hierba del
burro” que se analiza en este estudio presenta caracteristicas importantes dentro
del area de investigacion.

En la planta A. petiolaris se han encontrado compuestos que posiblemente
podrian estar asociados con el efecto hipoglucemiante, entre dichos componentes
se encuentran el acido colorogénico, acido 2a-iso- valeroiloxieperuico y un isémero
del inositol; A. petiolaris es usada tradicionalmente en extracto acuoso por lo que
en esta investigacion se evaluara el extracto crudo de la planta. *

El estudio quimico de este género tiene importancia taxondmica y de caracter
biolégico por la posible actividad que pueden tener en contra de agentes
infecciosos tales como bacterias y hongos. Por ejemplo, la planta Ageratina
arbutifolia (relacionandola con A. petiolaris por su similitud bioldgica) presenta un
acido Kaurénico que tiene actividad contra S. aureus y Candida albicans. Es
importante que la evaluacion del extracto frente a microorganismos para
determinar si posee la actividad antibacteriana encontrada en plantas similares al

Orden taxonomico. 3" 32
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A continuacion se presentan las caracteristicas generales de la planta en estudio.

2.8.1 Caracteristicas botanicas de la planta Ageratina petiolaris.

Es una planta endémica de México, ampliamente distribuida en la parte central y
sur del pais, arbusto de hasta 2 m de altura, cilindrico, con tallos lefiosos blanco-
amarillentos, hojas opuestas con forma ovalada dispuestas en corimbos, y flores

blancas. 3

Reino: Plantae

Phylum o division: Tracheophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Asteraceae

Familia: Compositae

Género: Ageratina

?‘, % el il - .
Imagen 1 A. petiolaris, Departamento

Especie: Ageratina petiolaris de Botanica, Instituto de Biologia

Nombre cientifico: Ageratina petiolaris (Moc. & Sessé ex DC.) R.M.King & H.Rob.

Para poder llevar a cabo la evaluacién del efecto hipoglucemiante es necesario un

modelo experimental adecuado, por lo que se utilizara un modelo animal.
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2.9 Modelo hipoglucemiante en ratones.

La mayoria de la investigacion desarrollada en diabetes ha sido realizada
mediante el uso de modelos animales. Los abordajes in vitro y modelos animales
son probablemente la mejor estrategia para mejorar el entendimiento de los
mecanismos de la enfermedad aun subyacentes y, en este sentido, la eleccién del
modelo que mas se ajuste a dichos objetivos es determinante. Clasificados
tradicionalmente en funcién de su patogénesis, en espontaneos o inducidos, cada
modelo ofrece sus propias ventajas y desventajas. >

Los ratones CD;s son ampliamente utilizados en el estudio de la actividad
hipoglucemiante de extractos de plantas, esto se debe a la respuesta metabdlica
de la glucosa en sangre y a su adecuada medicion con una pequefia muestra de

sangre que se obtiene por un pequefio

corte en la cola del raton. 3% 3¢ EJ

P |
estudio en ratones sanos CD4 a los
= cuales se les induce una

. hiperglucemia temporal con |la
Imagen 2. Ratén macho CD 1

inmediata administracion de la sustancia a estudiar; corresponde a un modelo de
diabetes mellitus tipo 2. %’

Considerando el uso de A. petiolaris de manera empirica en el tratamiento de DM2
y la probabilidad de que sus componentes sean activos, es importante que se
compruebe la actividad hipoglucemiante mediante un modelo experimental. De la
misma forma, dado la relacion existente con el orden Asteraceae (en el cual existe

la actividad antibacteriana en algunas especies similares) se debe evaluar el

extracto acuoso para probar su posible efecto antibacteriano.
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2.9.1 Manejo adecuado del material biolégico de acuerdo a la NOM 062Z0O0.

En la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas
para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio; se encuentran

las disposiciones para el manejo adecuado del modelo experimental.

Tras la evaluacion en el modelo animal, se debe buscar la induccion de la muerte
de los animales de manera humanitaria con la finalidad de eliminar o disminuir al
minimo dolor, estrés previo y durante el procedimiento, la técnica utilizada debe
lograr: rapida inconsciencia, paro cardiaco, paro respiratorio y pérdida de la
funcidén cerebral; también debe reducir al minimo la perturbacién emocional, la
incomodidad y el sufrimiento experimentado por la persona que lleve a cabo el

procedimiento.

El método que se debe llevar a cabo para la eutanasia depende de la especie
utilizada, dentro de los criterios de seleccion se debe considerar: compatibilidad
con el protocolo experimental, la capacidad de producir inconsciencia y muerte
rapida, confiabilidad y seguridad para el personal. A su vez se debe cumplir con la
induccién de la muerte sin producir panico y ansiedad en los animales, que sea un
método confiable y reproducible, tener un impacto ambiental minimo, a prueba de

fallas y localizado en un sito apartado de los cuartos de animales.

En caso de que el proceso necesite inducir una inmovilizacién del animal (debido a
que por la naturaleza del sujeto se puedan generar lesiones o ansiedad en el
animal o poner en peligro al operario) se debe considerar el uso de tranquilizantes,

analgésicos o farmacos inmovilizantes. Después de aplicar la eutanasia se debe
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verificar la muerte del animal confirmando la cesacion de los signos vitales de

acuerdo a la especie y al método de eutanasia empleado.

Cuando el método de eutanasia causa una interrupciéon fisica de la actividad
cerebral por conmocion, destruccion directa del cerebro o despolarizacion eléctrica
de las neuronas se induce inconsciencia, pero se debe causar la muerte del
animal por destruccion del tallo cerebral donde se localizan los centros de control
de la actividad respiratoria y cardiaca. El personal debe estar entrenado para
realizar la eutanasia conociendo la conducta de la especie utilizada, el manejo, la

inmovilizacién y comprension de la técnica de inconsciencia y la muerte. %

La utilizacion del bioxido de carbono es el método mas recomendable para la
eutanasia de varias especies de mamiferos tales como: ratas, ratones, cobayos,
perros, hamsteres, conejos y gatos debido a su rapido efecto depresivo y
anestésico que conduce a la muerte por hipoxia en pocos minutos, a que esta
facilmente disponible en cilindros de gas comprimido, a que es barato, no
inflamable, no explosivo, seguro de operacioén para el personal, no se acumula en

los tejidos y no deforma la arquitectura celular.

Los métodos fisicos de eutanasia que se incluyen son: dislocacion cervical,
decapitacion, perno cautivo penetrante y se pueden aplicar en las siguientes
circunstancias: en animales pequefios de facil manejo y con caracteristicas
anatébmicas compatibles con el método seleccionado, en animales grandes de

granja, zooldgico o silvestres y cuando otros métodos puedan invalidar los
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resultados experimentales o interferir con el uso posterior de tejidos o fluidos

corporales.

La dislocacidon cervical manual ejecutada apropiadamente induce inconsciencia
rapidamente, se aplica porque no contamina los tejidos con substancias quimicas,
se acepta su aplicacién en: ratones, ratas que pesen menos de 200 g; en larata y
ratdén, se toma al animal por la base de la cola con una mano para su acomodo y
se coloca sobre una superficie donde el animal se sostenga, con los dedos indice
y pulgar de la otra mano o bien en su defecto un instrumento delgado pero rigido,
se colocan sobre la base del craneo y se ejerce traccion hacia atras del animal a

través de la base de la cola, para ocasionar la dislocacién cervical.

pag. 22



3 Planteamiento del problema.

En México la incidencia de personas con Diabetes mellitus tipo 2 se encuentra en
crecimiento y se estima su triplicacion para el afno 2025. El costo del tratamiento
aumenta ocasionando graves complicaciones en el sistema de salud por lo que las
personas estan en busqueda de tratamientos alternos en la herbolaria tradicional,
utilizando remedios que en bajo costo proporcionen bienestar. 3

Los hipoglucemiantes orales de uso comun como glibenclamida, la combinacion
de glibenclamida y/o metformina con acarbosa o insulina, muestran su eficiencia
con altos costos y tienen la dificultad que en pacientes que no hacen ejercicio y
cuidan su dieta no alcanzan a presentan efectos favorables. '®

La busqueda de tratamientos alternos en la comunidad Mexicana lleva al uso de
plantas medicinales. En México existen mas de 500 plantas medicinales que se
han caracterizado y de manera empirica o con una aprobacidén experimental se
utilizan en el tratamiento de Diabetes Mellitus tipo 2. El extracto acuoso de la
planta Ageratina Petiolaris es utilizada empiricamente por pacientes diabéticos
debido a su supuesta actividad hipoglucemiante en los estados de Puebla,
Oaxaca, Estado de México. °

La actividad hipoglucemiante de Ageratina petiolaris no se ha comprobado
experimentalmente mediante un modelo de Diabetes Mellitus tipo 2, por lo que el
uso de la planta es solo de caracter empirico, esto expone a los pacientes a un
uso excesivo y no se conocen los efectos adversos que podria causar en dosis
elevadas.

Ageratina petriolaris pertenece al orden Asteraceae, algunas especies de este

orden son utilizadas empiricamente en el tratamiento de infecciones
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antibacterianas, sin embargo, en la especie A. petiolaris aun no se ha comprobado
la actividad antibacteriana. Es importante que esta posible propiedad en el uso de
la planta se investigue completando asi, el analisis experimental de las
caracteristicas terapéuticas de A. petiolaris. *'

En el caso del extracto acuoso de Ageratina petiolaris la posologia es incierta y su
uso se debe regular mediante la evaluacién experimental de los efectos
hipoglucemiantes y antibacterianos que actualmente se aplican de manera
empirica, cuya unica comprobacion es la de los testimonios que expresan
personas que han buscado alternativas para sus tratamientos.

Debido a esto, en caso de que se demuestre la actividad hipoglucemiante y
antibacteriana serian una buena alternativa en el control de la diabetes mellitus
tipo 2 y en el padecimiento de infecciones bacterianas. En caso de que presente
actividad farmacoldgica, su estudio debera llevar a comprobar si presenta efectos
adversos, si la actividad no se encuentra se recomendara la cancelacion del uso
de Ageratina petiolaris con fines terapéuticos hipoglucemiantes y antibacterianos.
Por lo que la pregunta a resolver con esta investigacion es:

¢El extracto acuoso de A. petiolaris presenta actividad hipoglucemiante vy

antibacteriana?
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4 Hipotesis:

De acuerdo a las evidencias tedricas, se ha senalado que en el Orden Ageratina
se encuentran compuestos como el acido clorogénico y un isémero del inositol a
los cuales se les ha atribuido una actividad hipoglucemiante, por lo que
suponemos que el extracto acuoso de A. petiolaris podria presentar una actividad
hipoglucemiante en un modelo de ratones CD1 a los que se les inducira

hiperglucemia temporal.

Algunos estudios del orden Ageratina muestran que tiene actividad antibacteriana;
al ser parte de dicho orden, el extracto acuoso de Ageratina petiolaris puede llegar
a presentar actividad antibacteriana al probarlo frente a bacterias Gram positivo o

Gram negativo en condiciones in vitro.

5 Objetivo:

Evaluar la actividad hipoglucemiante del extracto acuoso de Ageratina petiolaris
utilizando un modelo en ratones CD1, ademas de evaluar la actividad

antimicrobiana frente a las cepas Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

pag. 25



6 Disefio experimental:

6.1Tipo de estudio: experimental.

6.2 Poblacion de estudio:

6.2.1; 30 Ratones CD;

6.2.2 Bacterias E. coliy S. aureus

6.3 A Criterios de Inclusiéon y eliminacién (modelo hipoglucemiante,
ratones):

6.3.1 A Criterios de Inclusion:

Ratones CD; machos, sanos, 3 a 4 meses de edad, que desarrollen la
hiperglucemia temporal Glucosa >140 mg/dL.

6.3.3 A Eliminacion

Ratones lesionados.

6.3.1 B Criterios de Inclusién y eliminacidn, bacterias (efecto antibacteriano):
6.3.2 B Criterios de Inclusion:

Bacterias en cepas puras con 24 horas de incubacion.

6.3.3 B Eliminacion

Cepas resistentes a ciprofloxacino.

6.4 Variables

6.4.1 Variable independiente:

Ensayo hipoglucemiante: Tratamiento del extracto de Ageratina petiolaris en dosis
de 25, 50 y 100 mg/Kg, control positivo: glibenclamida 0.8 mg/kg y control
negativo: solucion salina.

Para el ensayo antibacteriano: Dosis del extracto a 125, 250 y 500 ug/mL, control

positivo: ciprofloxacino 100 pg / 50 uL y control negativo: solucion salina.
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6.4.2 Variable dependiente:

Concentracion de glucosa en la sangre del ratén

Inhibicién bacteriana (medida a través del diametro del halo de inhibicién)

7 Material y métodos:

7.1 Material bioldgico:

30 ratones CD 1 machos.

Cepas puras de S. aureus y E. coli.

7.2 Material:

Cajas Petri.

Asa bacterioldgica.

Tubos estériles Falcon 5 mL.

Filtro millipore.

Vasos de precipitados 10, 50 y 100 mL PYREX

Tubos de ensayo 13X180.

Tubos de ensayo 13X100.

Pipetas automaticas, 50, 200 y 100 uL

Sacabocados (6 mm)

Pinzas de diseccion.

Plumones indelebles.
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Tijeras de diseccion.

Sujetador de ratones.

Jeringas de insulina.

Jeringas de 3mL.

Sonda gastrica.

Celdas de espectrofotometro

Bisturi.

7.3 Equipos:

Rotary Evaporator RE 300 Yamahto.

Equipo para lecturas: Glucémetro Accu Check Performa.

Bascula mecanica automatica S-100.

Espectrofotometro Spectronic 20+ Termo Scientific.

Sonicador S&M 0603 Ultrasonic Processor, SONICS Vibra-Cell

Balanza analitica ADAM.

Autoclave a vapor.

7.4 Reactivos:

Extracto acuoso de Ageratina petiolaris.
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Glibenclamida.

Goma Ghatti.

Agua destilada.

Solucion salina isoténica estéril PISA.

Glucosa solucién inyectable 50% PISA.

7.5 Técnicas:

7.5.1Recoleccién de la planta.

La planta Ageratina petiolaris fue recolectada el 19 de noviembre de 2017 y se
mantuvo a temperatura ambiente para su secado por dos semanas. La extraccion
se realiz6 utilizando solamente las hojas de la planta. Para la autentificacion de la
planta se recolecté un espécimen (proveniente de la misma planta que se utilizd
en la prueba) el 30 de marzo del 2018, dicho espécimen se recolecté en prensa
botanica y se mantuvo en secado por 15 dias. Se esper6 a esa fecha ya que en
ese mes del afo Ageratina petiolaris se mantuvé en periodo de floracién lo cual
fue necesario para su autentificacion; la cual se llevo a cabo en el herbario de la

FES Zaragoza por la Mtra. Magdalena Ayala Hernandez.

7.5.1 Extraccion de la Planta.

Para evaluar la actividad hipoglucemiante y antimicrobiana se realiz6 la extraccion
usando 42 gramos de hojas de la planta Ageratina Petiolaris y agua destilada

como disolvente. Se ftrituraron las hojas de la planta y se agregaron 880 mL de
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agua. La planta triturada y mezclada con agua se ingreso en la camara fria por 72
horas; posteriormente se filtré con vacio obteniendo 600 mL de filtrado el cual se

mantuvo en camara fria por 48 horas.

La extraccién se realizé en rotavapor con destilacion a presion reducida 70 °C a 70
rom por 3:30 horas obteniendo como concentrado una pasta color café que se
introdujo a secado a una temperatura de 37 °C (atmdsfera normal) por 7 dias

hasta obtener un compuesto sdlido.

7.5.2 Evaluacién del efecto hipoglucemiante

Se realizé el tratamiento a cinco grupos de ratones, cada grupo de 6 ratones.

Los grupos se conformaron de la siguiente manera: un control negativo (0.2 mL
solucion salina), un grupo control positivo (glibenclamida) 0.8 mg/kg de peso y 3
grupos experimentales con dosis del extracto a 25, 50 y 100 mg/Kg. **°

Se separaron los grupos y se mantuvieron en ayuno de 18 horas.
Se tomdé y reqistro la lectura de glucosa basal al tiempo 0

Se indujo la hiperglucemia a todos los
grupos via subcutdnea a partir de una
solucion de glucosa al 50% diluida 1:10 con

una dosis de 2 g/kg Tiempo =0

Los tratamientos se administraron por

sonda gastrica de la siguiente manera: *°

Imagen 3. Administracion de glucosa via
1, Control negativo 0.2 mL SS subcuténea 1
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2, Grupo control positivo Glibenclamida.

3, Dosis 25 mg/kg

4, Dosis 50 mg/Kg

5, Dosis 100 mg/kg

Se  administraron los  volumenes Imagen 4. Administracién de tratamientos
calculados de los tratamientos del con sonda gastrica.

extracto en dosis de 25, 50 y 100 mg/Kg.

Se administraron los volumenes calculados del grupo control positivo

glibenclamida con dosis de 0.8 mg/kg de peso.

Se realizaron las lecturas de glucosa en los

siguientes tiempos:

Se hizo la lectura a los 60 minutos después

de la primera carga de glucosa.

Se administr6 una segunda carga de

glucosa con una dosis de 2 g/kg.

Se midi6 la glucosa a todos los grupos a los 0
120 y 180 minutos posteriores a la segunda Imagen 5. Lectura de glucosa en sangre.

carga.
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7.5.3 Evaluacién del efecto antibacteriano:

Para realizar la evaluacion del efecto antimicrobiano se comenzd por la
preparacion de una curva estandar de la escala de McFarland utilizando la
capacidad de precipitacién del cloruro de bario con el acido sulfurico. La curva se

realiz6 utilizando las siguientes proporciones:

Tubo BaCly 1% H.SO4 1%
1 3.0X10° UFC 0.1 9.9
2 6.0X10° UFC 0.2 9.8
3 9.0X10° UFC 0.3 9.7
4 1.2X10° UFC 0.4 9.6
5 1.3X10° UFC 0.5 9.5
6 1.8X10° UFC 0.6 9.4
7 2.1X10° UFC 0.7 9.3
8 2.4X10° UFC 0.8 9.2
9 2.7X10° UFC 0.9 9.1
10 3.0X10° UFC 1 9.0

La evaluacion del efecto antimicrobiano consistio en probar la actividad del
extracto ante los microorganismos: S. aureus (Gram positivo) y E. coli (Gram
negativo) utilizando un testigo positivo (ciprofloxacino 100 pg/pL) y un testigo
negativo de solucién salina. El extracto se prepard en concentraciones de 125,

250 y 500 pg/mL.

Para probar la actividad antimicrobiana contra S. aureus se realizé un cultivo de la
cepa pura en agar soya tripticaseina, incubando durante 24 horas realizando todo

el proceso en condiciones de esterilidad. Se utilizé el tubo 1 de la escala de
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McFarland 3X108 UFC realizando una lectura mediante el espectrofotdmetro y asi
poder hacer una comparacion preparando una suspension de bacterias igualando
a la transmitancia del tubo 1. Se registré una lectura de 59% de transmitancia en
el tubo 1 de Mc Farland y la suspension de bacterias se igualé a 56% de
transmitancia. Para alcanzar la concentracion de bacterias adecuada se utilizaron

las siguientes diluciones:

Concentracion final de la | Suspension en mL Solucion salina

suspension

3X10° (suspension B) 0.1 mL de la suspension | 9.9 mL solucién salina
3X108 (A)

3X10° (suspension C) 0.1 mL de la suspension | 0.9 mL de solucion salina
3X10° (B)

1X10° (suspension D) 1 mL de la suspensidon | 2 mL de solucion salina
3X10° (C)

Se realizo la suspensién A) con una suspension de bacterias S. aureus y otra de
E.coli. Se utilizd el tubo 1 de la escala de McFarland 3X10® UFC/mL para
comparar mediante la medicién espectrofotométrica de modo que la suspension

de bacterias se igual6 a la transmitancia del tubo 1 McFarland.

Para la suspension B; se tomé de A 0.1 mL y se agregan 9.9 mL de solucion

salina estéril (SS) obteniendo una concentracion de 3X10° UFC/mL.

Para la suspension C: de B, se tom6 0.1 mL, se agregan 0.9 mL de SS estéril para

obtener 3X10° UFC/mL
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Para la suspensién D; de la suspension C se utilizd 1 mL y se agregaron 2 mL de

SS estéril para obtener 1X105 UFC/mL.

La disolucion de ciprofloxacino se prepard a una concentracion de 200 pug/100 pL.
Para lo cual se pes6 20 mg del principio activo en 10 mL de H,O, dado que la
forma farmacéutica contenia 500 mg de ciprofloxacino en 880 mg de la capsula,

se utilizé el siguiente factor de conversion:

880 mg de preparado farmacéutico

20 mg de ci ! '
(20 mg de ciprofloxacino) 500 mg de ciprofloxacino

= 35.2 mg de preparado farmacéutico

La cantidad pesada (35.2 mg) de ciprofloxacino se disolvié en matraz aforado a 10
mL con agua destilada. Esta disolucion fue filtrada con la finalidad de alcanzar la
esterilidad utilizando filtro milipore (0.45 um) en condiciones de esterilidad y se

conservo en tubos Falcon estériles a 4 °C.

La preparacion del extracto se realiz6 pesando 50 mg del polvo y se disolvio
llevando al aforo a 10 mL de agua destilada, se utilizé un sonicador para realizar la
disolucion. Esta disolucion fue filtrada con la finalidad de alcanzar la esterilidad
utilizando filtro milipore (0.45 um) y se conservé en tubos Falcon estériles a 4 °C.
De esta solucion se obtuvieron 3 diluciones a concentraciones de 125, 250 y 500

Mg/mL que se realizaron de la siguiente forma:

Solucién Extracto Agua destilada [concentracién

del extracto]

Soluciéon madre 50 mg de extracto 10 mL 5000 pg/mL

Dilucion 1 0.5 mL de Disolucioén | 4.5 mL 500 pug/mL
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1

Dilucion 2 2.5mL de Diluciéon 2 | 2.5mL 250 pg/mL

Dilucion 3 2 mL de la Dilucién 2 | 2 mL 125 pg/mL

Se prepararon seis cajas Petri con 25 mL de agar soya tripticaseina.

Para la determinacidén de susceptibilidad se inoculd6 masivamente por triplicado la
suspension D con bacterias S.aureus y las bacterias E. coli en agar soya

tripticaseina.

Utilizando un sacabocados se realizaron cinco pozos de 5 mm en la caja con agar
inoculado con las bacterias. En cada pozo se adicionaron 50 uL de la disolucion

del extracto problema, solucién salina estéril y el criprofloxacino.

Las cajas se incubaron a 37 °C, midiendo el tamafo de la inhibiciéon de crecimiento

alas 24 y 48 horas y se registraron los resultados. *’
7.5.4 Andlisis estadistico.

El analisis se realizé con el paquete estadistico SPSS por medio de un analisis de
comparacion de medias mediante analisis de varianza (ANOVA) de un factor y
posteriormente se realizé la prueba de Post-Hoc para determinar si alguno de los
grupos de tratamientos y controles presenta diferencias estadisticamente

significativas.
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8 Resultados:

8.1 Caracterizacion taxonémica de la Planta.

La autentificacion de la planta utilizada fue llevada a cabo por la Mtra. Magdalena
Ayala Hernandez en el mes de Abril de 2018 identificandola como: Asteraceae,

Ageratina petiolaris (Moc. ex DC.) R.M. King & H. Rolo.

En cuanto al rendimiento del extracto; usando 42 gramos de hojas de la planta
Ageratina petiolaris se obtuvieron 9.0016 g de extracto secado, lo que representa

el 21.43% de rendimiento.

o 9.0016 g de extracto
% de rendimiento = 42 g de hojas X 100 = 21.43%
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8. 2 Resultados del efecto hipoglucemiante:

Tras la realizacion del ensayo se procedié con el analisis estadistico, los

resultados se concentran en la siguiente tabla:

Tabla 3 Efecto hipoglucemiante respecto al tiempo.

Control Extracto 25 Extracto 50 Extracto 100
Tiempo negativo Glibenclamida mg/kg mg/kg mg/kg
n=6 n=6 n=6 n=6
Tiempo
62.66 +4.18 62+6.4 55+93 57+ 71 56+12
0
60
124 + 8.7 130 + 29.99 135+ 3.35 145 + 3.06 133 +20.14
minutos
120 130.66 +
12583 +26.11 995+24.28 104.16 +19.00 126.83 +9.56
minutos 28.46
180 482.00 +
68.66 + 8.71 58.16 £ 8.79 374.33 + 4.84 b72.16 + 5.71
minutos 12.18

Se muestran las medias de los grupos = desviacién estandar; los valores

corresponden a la prueba de ANOVA de un factor con nivel de significancia al 95%
@ p=0.001 vs grupo control positivo
® Post Hoc p= 0.058 vs control negativo
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En el analisis de varianza solo se encontrd significancia a los 180 minutos. Por lo
que se procedio a realizar la prueba de Post Hoc en la que se observo que el valor
de p es mayor a 0.05 por lo que no existe efecto hipoglucemiante en el extracto
acuoso de Ageratina petiolaris. So6lo en el grupo de glibenclamida se observé el

efecto hipoglucemiante.

Al realizar el ensayo del efecto hipoglucemiante se observé que los grupos de
tratamiento asi como el grupo control negativo (al que se le administré solucion
salina) presentan un comportamiento similar y respecto al control positivo
(glibenclamida) las medias de las pruebas son diferentes, por lo que el efecto

hipoglucemiante no se presento en el extracto.
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Graficas que muestran la respuesta hipoglucemiante respecto al tiempo.

30.00—

70.00=

60.00=

Tiempo 0

50,007

40.007

T T T T I
contral negativo Glibenclamida dosis 25 mgMg dosis 50 mgkg dosis 100 mgkg
Grupo

Grafica 1. Concentracién de glucosa al inicio del tratamiento.

Al inicio del tratamiento los histogramas muestran valores de glucosa ligeramente
altos en el grupo testigo y en el grupo de glibenclamida, mientras que en los
grupos en donde se administré el extracto presentan concentraciones de glucosa

ligeramente menores que los grupos control. A pesar de esto hay homogeneidad

dentro de los grupos.
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Tiempo 60

120.00
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control negativo Glibenclamida dosis 25 mgMg dosis 50 mgMg dosis 100 mgMyg

Grupo
Grafica 2. Concentraciéon de glucosa a los 60 minutos de la prueba.
El grupo al que se administra glibenclamida y el grupo control negativo presentan

concentracion de glucosa menor a los grupos que se aplica el tratamiento.

17500
150.00-
[=]
&
g- 125.00-
E 1
'—
100.00-
7500

T T T T T
control negativo Glibenclamida dosis 23 mgig dosis 50 mgKg dosis 100 mgMg

Grupo

Grafica 3. Concentracién de glucosa a los 120 minutos de la prueba.
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El grupo al que se le administra glibenclamida presenta la menor concentracién de
glucosa; en tanto el tratamiento con dosis de 25 mg/kg presenta concentraciones
similares a dicho control positivo. Los tratamientos restantes asi como el control

negativo presentan concentraciones de glucosa mayores a los 125 mg/dL

100.00

T

20,007

50.00 —I—

50,007

Tiempo 180

40,007

T T T T T
control negative Glibenclamida dosis 25 mgkg dosis 30 mgig dosis 100 mgMg

Grupo

Grafica 4. Concentracion de glucosa a los 180 minutos de la prueba.

A partir de los 180 minutos, la respuesta hipoglucemiante se observa en los
ratones a los que se administrd glibenclamida. El grupo con tratamiento de 25
mg/Kg presenta concentraciones de glucosa similares al control negativo; el grupo
de tratamiento con 50 mg/Kg presenta una concentracion de glucosa mayor a la
del grupo control negativo en tanto que el grupo con dosis de 100 mg/Kg presenta
valores similares al control negativo pero a su vez este comportamiento no es
suficientemente potente para igualar el efecto hipoglucemiante de Ia

glibenclamida.
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Medias marinales estimadas de concentracion

Grupo
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Grafica 5. Prueba de ANCOVA p= 0.016 en el que se observa el comportamiento

de la glicemia de todos los grupos experimentales respecto al tiempo.

Al realizar el andlisis estadistico se encontr6é que el valor de “p” es mayor a 0.5 en
la prueba de Post Hoc, por lo que no hay diferencia estadisticamente significativa;
esto implica que no existe efecto hipoglucemiante en el extracto acuoso de la

planta. Solo en el grupo control positivo con glibenclamida se observo el efecto
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hipoglucemiante. No obstante se observd en el histograma que la dosis de 25

mg/kg presenta una tendencia al comportamiento de la glibenclamida.

8. 3 Resultados del efecto antibacteriano:

Se observd que en la prueba realizada por triplicado S. aureus crecié en toda
placa de agar AST excepto en el pozo donde se colocd la solucion de
Ciprofloxacino 100 ug/ 50 L. El extracto a las concentraciones de 125, 250 y 500

Mg/uL no presentd inhibicidn del crecimiento bacteriano.

Imagen 6. Inhibicién del crecimiento de S. aureus.

En la imagen 7 se observa que E. coli crecioé en toda placa de agar AST excepto
en el pozo donde se colocé la solucion de ciprofloxacino 100 ug/ 50 pL. El extracto
a las concentraciones de 125, 250 y 500 pg/mL no presentd inhibicién del
crecimiento bacteriano, con lo cual se confirma que no existe actividad contra las

bacterias probadas.
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Imagen 7. Inhibicion del crecimiento de E.coli.

Se observa en la tabla 4 que el extracto no produjo inhibicion del crecimiento

bacteriano en el caso de bacterias S. aureus y E. coli, el testigo positivo

(ciprofloxacino) presentd una inhibicion del crecimiento bacteriano; el control

negativo (solucién salina) no presentd inhibicién por lo que la prueba se realizo de

manera correcta.

Tabla 4. Halos de inhibicion del crecimiento bacteriano frente al ciproloxacino,
solucion salina y el extracto.

Actividad antibacteriana contra S. aureus y E. coli

Concentracion

Halo de inhibicion (mm)

del extracto Staphylococcus aureus Escherichia coli
(Mg/mL) 1 2 3 1 2 3
125 0 0 0 0 0 0
250 0 0 0 0 0 0
500 0 0 0 0 0 0
Control 27 23 24 14 15 14
positivo

Control 0 0 0 0 0 0
negativo
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Discusioén

Para la evaluacion del efecto hipoglucemiante en el grupo control positivo se
utilizé Glibenclamida, hipoglucemiante de absorcion oral rapida que mantiene un
efecto prolongado, en dicho tratamiento se observo el efecto hipoglucemiante tal

%939 obteniendo hipoglucemia mayor que la

como esta reportado en la literatura
lectura basal a los 180 minutos de iniciada la prueba, esta variacion de la glucemia
en las muestras de sangre del grupo de estudio, manifiesta que el modelo
experimental funciona para evaluar el efecto hipoglucemiante y se puede aplicar
para determinar si una sustancia tiene el efecto o no; por lo tanto los resultados

obtenidos presentan confiabilidad en la determinacion del efecto hipoglucemiante

en el extracto evaluado.

De acuerdo a diversas investigaciones A. petiolaris posee componentes tales

16 17

como L-chiro inositol ", asi como acido colorogénico y acido 2a-iso-
. . r. 30 . . . .

valeroiloxieperuico °- a los cuales se atribuye efecto hipoglucemiante, sin embargo

durante la prueba se encontré que en las concentraciones del extracto a 25, 50 y

100 mg/kg no hay efecto hipoglucemiante.

Como se observa en la tabla 3, al inicio del tratamiento la concentracion de
glucosa se encuentra en condiciones similares en todos los grupos, condicion

necesaria para poder realizar la comparacion entre los grupos.

A los 60 y 120 minutos no hubo diferencia significativa entre los tratamientos, lo

que puede explicarse por el tiempo necesario para tener la respuesta fisioldgica,
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en tanto que en el grupo al que se aplico la glibenclamida no se observé el efecto

farmacoldgico dado que la diferencia no fue significativa.

A los 180 minutos, el grupo con tratamiento de 50 mg/kg presentd la mayor
concentracion de glucosa, en el grupo al que se aplico la dosis de 100 mg/kg se
pudo apreciar una variacidén similar al grupo control, pero a su vez este efecto no
tuvo la intensidad esperada para alcanzar producir hipoglucemia, lo cual implica
que en ninguna de las dosis se alcanzé la disminucion de la glucosa respecto al
tiempo; esto contrasta con el efecto esperado debido a la presencia de los

29, 40

componentes reportados en otras investigaciones, ya que se esperaba una

disminucién de la concentracion de glucosa.

La grafica 5 muestra que la dosis de 25 mg/kg tiene una disminucién de la
hiperglucemia mayor que el control negativo, con tendencias al comportamiento
del grupo control positivo (glibenclamida) pero no lo suficientemente potente para
alcanzar el efecto hipoglucemiante; de manera que probablemente en el extracto
se encuentren componentes activos que no alcanzan una dosis terapéutica en el

extracto crudo.

Para llevar a cabo la determinacién del efecto antibacteriano del extracto crudo se
utilizé un modelo en condiciones in vitro, utilizando ciprofloxacino como control
positivo. El uso de este antibidtico en el modelo experimental permite establecer
que el resultado obtenido al probarlo frente a E. coli y S. aureus es confiable ya
que en el pozo donde se aplicé el control positivo ciprofloxacino (100 uL/50uL) se

alcanzo la inhibicion que se ha observado en diversas investigaciones *'.

pag. 46



Se conoce que el acido kaurenico se encuentra presente en el orden asteracea, al
cual pertenece Ageratina petiolaris, dicho componente puede inhibir el
crecimiento bacteriano en bacterias Gram positivo y también presenta actividad

3. sin embargo, en el estudio realizado se

antifungica en condiciones in vitro
observo que el extracto de A. petiolaris en las concentraciones de 125, 250 y 500

Mg/mL no logré un efecto de inhibicidon antibacteriana.

Esta investigacién respecto al efecto antibacteriano muestra que debido a la
ausencia de la inhibicion bacteriana en el tratamiento a diferentes dosis, se
evidencia la ausencia de componentes activos o podria ser que estos se
encontraran en una cantidad muy escasa por ello no se alcanza a generar el
efecto de inhibicion bacteriana; por otra parte, debido a la actividad reportada
contra hongos, también es importante verificar si en el extracto de la planta se

encuentra algun componente antimicético.
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Conclusiones:

e En la evaluacién del efecto hipoglucemiante se comprobd que el extracto
crudo de A. petiolaris no presenta dicha actividad en ratones
hiperglucémicos.

e Tras realizar la evaluacién de la actividad antimicrobiana se encontré que el
extracto no es activo frente a S. aureus y E. coli ya que no presentd

inhibicion del crecimiento bacteriano en condiciones in vitro.

Perspectivas.

Debido a que no se evidencid respuesta hipoglucemiante se puede considerar que
no hay presencia de compuestos 0 se encuentran en concentraciones escasas,
por esta razdn se recomienda en otra etapa de la investigacion realizar

separacién, concentracién y evaluacion de componentes.

Respecto a la actividad antibacteriana, podria ser util evaluar la actividad
antimicotica, dado que en el orden asteracea hay reportes de que algunos de sus

componentes pueden tener dicha actividad.
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Anexo 1 Preparacion de los tratamientos con el extracto y estandares.

Preparacion del extracto.

Dosis 25 mg/Kg
Peso promedio de los ratones =25 g

25 g de peso del ratén

mg del extracto = X 25mg de la dosis = 0.625 mg

1000 g
Volumen minimo 0.2 mL
del extracto = =% X 0.625mg de la dosis = 15.625
mg de exraCO_O.ZmL .625mg de la dosis = 15. mg

Se prepara la dosis pesando 31.25 mg del extracto en 10 mL

Concentracion de la solucién 3.125 mg/mL

Dosis de 50 mg/kg

25 g de peso del raton )
mg del extracto = 1000 g X 50 mg de la dosis = 1.25 mg

Volumen minimo 0.2 mL

L .
02 mLX 1.25mg de la dosis = 31.25 mg

mg del extracto =

Concentracion de la solucion 6.25 mg/mL

Dosis de 100 mg/kg

25 g de peso del raton )
mg del extracto = 1000 g X 100 mg de la dosis = 2.5 mg

Volumen minimo 0.2 mL

10 mL
0.2mL

mg del extracto = X 2.5mg deladosis = 125 mg
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Concentracion de la solucién 12.5 mg/mL
Preparacion del extracto:
Se pesaron 125 mg del extracto y se disolvieron en 10 mL de agua destilada.

Se realizaron las diluciones 1:2 a partir de la solucidon del extracto con dosis de
100 mg/Kg (12.5 mg/mL), obteniendo diluciones acuosas del extracto con dosis de
50 mg/Kg (6.25 mg/mL) y 25 mg/Kg (3.125 mg/mL).

Se calcularon los volumenes a ocupar por raton para pesos de 25 g a 50 g a partir
de la dosis de cada solucién y el peso de cada raton.

Solucién glucosada.

Se preparé la solucion inyectable de glucosa al 50% y se obtuvo un volumen total
de 150 mL

Se preparo utilizando 15 mL de solucién inyectable de glucosa mas 135 mL de SS.

La solucién al 50% contiene 0.5 g/mL la dilucién 1:10 mantuvo una concentracion
final de 0.051 g/mL

Los gramos necesarios de glucosa de acuerdo a la dosis por el peso del raton.

dosis: 2 g/kg

25 g de peso del ratén
1000 g

g de glucosa = X2gdeladosis =0.05g

Se obtuvo el volumen a utilizar considerando el peso en gramos de los ratones. Se
elaboro una tabla con el peso en gramos de 25 a 50 g.

0.05g
0.051g

mL de soluciéon de glucosa = X 1mL =0.98mL

Preparacion del estandar de glibenclamida:
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Se preparo una solucion de Goma Gatti al 1%, se prepararon 200mL

1% solucién
100% solucién

g de goma gatti = X 200mL del preparado =2 g

2 g de goma gatti que se disolvieron en 110 mL de agua.

Se calenté la solucion en ciclos de 10 segundos hasta que se alcanzd la
homogeneidad.

Se calcularon los gramos de glibenclamida a utilizar, con la dosis y el peso
promedio de los ratones.

Dosis de glibenclamida: 0.8 mg/kg de peso, el peso promedio de los ratones es de
25q.

25 g de peso del ratén
1000 g

mg de glibenclamida = X 0.8mg de ladosis = 0.02mg

Volumen minimo 0.2 mL

L
X 0.02 mg de glibenclamida = 0.1 mg

del extracto =
mg del extracto = o——

Se pesaron 10 mg (0.01 g) de glibenclamida y se disolvieron en 100 mL de goma
Gatti, previamente preparada.

Se calcularon los volumenes de Glibenclamida a ocupar por ratén para pesos de
20 a 30 g, a partir de un volumen minimo de 0.2 mL y el peso promedio de 25 g.

26 g de peso del ratén

mlL de glibenclamida = X 0.02mL de glibenclamida

25 g de eso promedio
= 0.208 mL
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Anexo 2
Funcionamiento del glucometro Accu Check Performance.

La lectura de Glucosa en sangre se realiza obteniendo una gota de sangre capilar
la cual se aplicara rosando el borde amarillo de la tira reactiva.

Las tiras reactivas utilizadas muestran concentraciones de glucosa en el plasma
de acuerdo a la Federacion Internacional de Quimica Clinica y Medicina de
Laboratorio; por lo que la medicién se refiere a la glucemia del plasma, aunque se
aplica sangre total sobre la tira reactiva. Las tiras reactivas contienen los diversos
reactivos en el extremo de la tira los cuales se anaden a la tira por medio de un
proceso en capas; la superficie posee una membrana para separar los
componentes macromoleculares y productos de coagulacién sanguinea, de modo
que el analito se difunda sobre las distintas capas dando lugar a una secuencia de
reacciones que generaran una ligera corriente eléctrica.

El fundamento de la medicion se basa en la reaccion de la glucosa oxidasa; esta
es una enzima especifica sobre la glucosa que realiza la oxidacién con una
actividad 6ptima a los 20 y 45 °C a un pH de 3.0 a 6.0 y se inactiva a temperaturas
superiores a 60 °C.

La Glucosa oxidasa cataliza la oxidacion de glucosa en acido glucénico utilizando
el oxigeno como aceptor de electrones formando peroéxido.

Glucosa oxidasa
Glucosa + O3 » acido gluconico + H,0O,

Rango de medicion del sistema: 60-600 mg/dL
Tamano de muestra: 0,6 pL
Tiempo de medicién: 5 segundos

Condiciones de operacion del sistema 6 °C a 44 °C
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Anexo 3

Tabla de ANOVA de un Factor.

ANOVA de un factor

Suma de | dl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Tiempo Inter-grupos | 273.333 4 68.333 1.008 | 0.422
0 Intra-grupos | 1694.167 25 67.767
Total 1967.500 29
Tiempo Inter-grupos | 1405.133 4 351.283 1.253 | 0.315
60 Intra-grupos | 7008.333 25 280.333
Total 8413.467 29
Tiempo Inter-grupos | 4989.867 4 1247 .467 2.461 0.071
120 Intra-grupos | 12671.333 | 25 506.853
Total 17661.200 | 29
Tiempo Inter-grupos | 1821.533 4 455.383 6.366 | 0.001
180 Intra-grupos | 1788.333 25 71.533
Total 3609.867 29

Resultado de la prueba de post-Hoc a los 180 minutos de iniciada la prueba.

Post Hoc alos 180 minutos.
Grupo N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2

Glibenclamida 6 58.1667

control negativo 6 68.6667 68.6667
dosis 100mg/Kg 6 72.1667 72.1667

HSD de Tukey®

dosis 25mg/Kg 6 74.3333
dosis 50mg/Kg 6 82.0000
Sig. .058 .077
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