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1. Resumen

México presenta una de las tasas mas altas en prevalencia de obesidad y diabetes en el
mundo, lo cual se encuentra asociado a un pobre control glucémico en los pacientes (Alegre-
Diaz et al., 2016). El problema existente en cuanto al deficiente control de la diabetes en la
poblacion mexicana justifica la investigacidn y desarrollo de estrategias destinadas a mejorar
la calidad médica para el control glucémico.

En México, existe un gran nimero de plantas utilizadas en la medicina tradicional para
prevenir, mantener la salud, y tratar enfermedades. Se tiene reportado que, al menos 383
especies se emplean para el tratamiento de diabetes mellitus tipo 2 (Rugerio-Escalona et al.,
2018), por lo que el interés farmacologico en la eficacia y seguridad de los tratamientos a
base de plantas ha crecido durante los ultimos afos.

En el presente trabajo se realizd6 un estudio farmacolégico evaluando el efecto
hipoglucemiante del extracto etanol-agua de la planta Eysenhardtia polystachya recolectada
en la comunidad de Tamala, municipio de Tepehuacan de Guerrero en el estado de Hidalgo.
Simultaneamente se realizaron pruebas fitoquimicas preliminares para el reconocimiento de
metabolitos secundarios especificos tales como terpenos, azucares, flavonoides agliconas,
flavonoides glicosilados y alcaloides mediante placas cromatograficas. El trabajo
farmacologico consistié en un estudio in vivo en el que se realizaron curvas de tolerancia
oral a la glucosa, las cuales tuvieron una duracién de 120 min, en donde los niveles de
glucosa sanguinea fueron medidos en intervalos de 30 min. Para ello se emplearon ratas de
la cepa Wistar previamente inducidas bajo el modelo hiperglucémico STZ-NA agrupadas en
2 categorias: con y sin carga de glucosa.

Como resultados, en las placas cromatograficas se observd una mezcla abundante de
azucares y flavonoides glicosilados y agliconas, sin embargo no fue posible observar la
presencia de timol como terpeno ni colchicina ni quinina como alcaloides. Mientras que en
el estudio in vivo, el extracto de E. polystachya mostré un claro efecto hipoglucemiante el
cual se manifiesta administrando o no una carga de glucosa oral. Una hipoétesis es que se
ve favorecida la captacion de glucosa en tejidos periféricos al ejercer un efecto sensibilizador
a la insulina sobre ellos, lo que disminuye la concentracion de glucosa circundante en la

sangre.
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2. Introduccién

En la actualidad, entre las enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT), la diabetes
mellitus (DM) es una de las principales causas de mortalidad en el mundo. Entre los
miembros de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico (OCDE),
México es el primero en prevalencia de diabetes y el segundo en obesidad (Alcalde-Rabanal,
Orozco-Nufez, Espinosa-Henao, Arredondo-Lépez, & Alcayde-Barranco, 2018). Asimismo,
la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es una de las causas mas frecuentes de demanda en
atencion médica, discapacidad y mortalidad en la poblacion adulta, en México representa la
primer causa de alta hospitalaria en el Instituto Mexicano de Seguridad Social (IMSS)
(Villalpando et al., 2010). El control adecuado de esta enfermedad es esencial para evitar
complicaciones que disminuyan la calidad de vida de las personas y afecten su desarrollo

personal y socioeconémico.

Actualmente, las alternativas terapeéuticas incluyen diversos hipoglucemiantes orales que
pueden utilizarse en monoterapia, 0 en terapia conjunta, algunos ejemplos son las
biguanidas, sulfonilureas, meglitidinas, tiazolidinedionas, analogos de incretinas, inhibidores
de DPP-4 y a- glucosidasas (Rugerio-Escalona et al., 2018). México cuenta con una red de
hospitales y centros de atencion primaria de salud, los cuales desempefan un papel
importante en la prevencion y el control de enfermedades cronicas, sin embargo el control
de la diabetes es deficiente, al considerar que tan solo uno de cada cinco pacientes

diabéticos esta bajo control (Alcalde-Rabanal et al., 2018).

Teniendo en consideracion las grandes disparidades y la heterogeneidad de los factores de
riesgo y atencion médica en todo el pais, la medicina tradicional representa un pilar en la
prestacion de servicios de salud (Meza et al., 2015). La medicina tradicional es una parte
importante y con frecuencia subestimada en la atencion de salud, y representa en muchas
ocasiones la primer via de atencién de los pacientes, ademas las plantas medicinales son el
recurso mas conocido y accesible para las personas de distintos estratos socioeconémicos
en México (Estrada-Castillon et al., 2012), por lo que son una fuente valiosa en la busqueda
de nuevos compuestos medicinales que representen alternativas en el desarrollo de

opciones fitoterapéuticas eficaces para el control de la DM (Villarreal-Ibarra et al., 2015).
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3. Antecedentes

La diabetes mellitus (DM) es una de las enfermedades con mayor prevalencia en el mundo.
Durante las Ultimas décadas se ha observado un aumento desenfrenado de este
padecimiento alcanzando en la actualidad proporciones epidémicas (Rowley, Bezold, Arikan,
Byrne, & Krohe, 2017). Resulta inquietante el incremento de personas que lo padecen, tan
s6lo en 2012 se estimaron un total de 347 millones de personas con diabetes en el mundo;
un afo después se calcul6 un total de 382 millones; en 2015 el aumento ascendié a 415
millones; y finalmente en 2017, se obtuvo un estimado de 425 millones de personas
diabéticas en el mundo (OMS, 2012; IDF, 2013; IDF, 2015; IDF, 2017).

En la actualidad, la diabetes mellitus tipo 2 (DM2) representa cerca del 90% de los casos a
nivel mundial y de acuerdo con la Federacion Internacional de Diabetes (IDF), en 2045 habra
629 millones de personas con diabetes en el mundo. De manera general, puede observarse
un crecimiento continuo de personas que desarrollan esta condicion, sin embargo, es en la
region de Norte Ameérica y el Caribe en donde se presenta la mayor prevalencia per capita
observandose que uno de cada ocho adultos lo padece (IDF,2017; IDF, 2015).

Es importante destacar que, en 2017 se estimaron aproximadamente 212.4 millones de
personas sin diagnosticar, es decir, el 50% de los adultos con diabetes no eran conscientes
de su condicién, lo que representa un enorme riesgo de desarrollar complicaciones a largo
plazo (IDF, 2017). La diabetes y sus complicaciones son la principal causa de muerte en la
mayoria de los paises. Tan so6lo en 2017, cuatro millones de personas murieron a causa de
ello, lo que representa el 10.7% de la mortalidad total en el mundo (IDF, 2017). Ademas, el
atender dichas complicaciones impacta directamente en la economia de los pacientes y en
los sistemas de salud, lo que se ve reflejado en el gasto sanitario destinado por pais, el cual
segun la IDF fue entre el 5y 20% en 2015, mientras que el gasto global fue del 12%,

incluyendo sectores privados y publicos (IDF, 2015).

El realizar un temprano control y diagnostico de la diabetes resulta de gran importancia, ya
gue de esta forma los pacientes tienen mayores posibilidades de prevenir o retrasar
complicaciones nocivas y potencialmente mortales; ademas de implementar estrategias para

incorporar cambios en el estilo de vida con el fin de reducir el aumento de esta enfermedad.
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3.1 Diabetes mellitus

La DM es un grupo de enfermedades metabdlicas de etiologia multiple que se caracteriza
por presentar hiperglucemia cronica resultante de defectos en la secrecion de la insulina, su
accion o ambas, dando lugar a la alteracion en el metabolismo de los carbohidratos, lipidos
y proteinas. La IDF (2017) define diabetes como una condicién crénica que ocurre cuando
hay niveles elevados de glucosa en la sangre debido a que el cuerpo presenta una nula o

deficiente produccién de insulina 'y no es capaz de utilizarla adecuadamente.

La insulina es una hormona peptidica secretada por las células 3 de los islotes pancreaticos
en respuesta a niveles elevados de glucosa en la sangre, actia regulando funciones
energéticas tales como el metabolismo de la glucosa y lipidos. Cuando la insulina se une a
Su receptor, éste desencadena multiples vias de sefalizacion que regulan sus acciones
biologicas (Olivares Reyes & Arellano Plancarte, 2008). La insulina favorece la entrada y
almacenamiento de glucosa en tejido adiposo y musculo esquelético, de tal forma que se

mantenga una correcta homeostasis de glucosa en el cuerpo.

La resistencia a la insulina, por otro lado, es un estado patoldgico en el cual las células que
ordinariamente responden a su estimulo dejan de hacerlo. La incapacidad de los 6rganos
blanco de responder es atribuida a defectos durante su sefializacion. En consecuencia, las
células B resultan incapaces de mantener sostenidamente la secrecion de insulina, por lo
gue después de afios de mantener esta condicion, el pancreas termina agotandose, y es en
esta etapa cuando se presenta la hiperglucemia tanto en ayuno como en el estado
postprandial (IDF, 2013; IDF, 2015; Fernandez, 2013).

3.1.1 Clasificacion

De acuerdo con Asociacion Americana de Diabetes ADA 2018 (Riddle et al., 2018), la DM

puede clasificarse en cuatro categorias clinicas de acuerdo a su origen:

- Diabetes mellitus tipo | (DM1): se caracteriza por la destruccion autoinmune de las células
B del pancreasy, en general, muestra un déficit absoluto de insulina; por lo que los pacientes
con DM1 requieren necesariamente administracion de insulina. La prevalencia a nivel
mundial de este padecimiento se encuentra cerca del 10% de todos los casos de diabetes,
ademas presenta una variacion geografica muy marcada, siendo los paises escandinavos

los que muestran los indices mas altos de este padecimiento. La destruccién autoinmune de
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las células B tiene multiples predisposiciones genéticas ademas de estar relacionada con
factores ambientales que aun no estan del todo definidos.

- Diabetes mellitus tipo 2 (DM2): se caracteriza por un déficit progresivo de secrecion de
insulina con base en la insulinorresistencia. La DM2 comprende alrededor de 90 a 95% de
los casos totales de diabetes en el mundo. Se caracteriza por presentar una secrecion
anormal de insulina, el declive en su accion, o ambas. La DM2 se encuentra presente en
todo el mundo, siendo este tipo de diabetes la que se ha incrementado de manera epidémica
en las Ultimas décadas. Si bien la carga genética es un factor importante para el desarrollo
de la DM2, el estilo de vida es determinante para la aparicion de la misma. Una dieta con
poco valor nutricional e inactividad fisica predisponen al desarrollo de DM2, guardando una
estrecha relacion con la obesidad para desarrollarse.

- Diabetes gestacional (DG): se define como cualquier caso de intolerancia a la glucosa
diagnosticado por primera vez durante el embarazo. La DG se debe a los cambios
hormonales que se producen, cuya funcion es la de favorecer el desarrollo del feto. Esta
clasificacion se aplica tanto en los casos en que dicho estado se revierte después del parto,
como en aquellos en los que continla aun después del mismo. Se presenta alrededor del

7% de los embarazos.

- Otros tipos especificos de DM: se refieren a otras causas, como defectos genéticos en la
funcidn de las células B o en la accion de la insulina, enfermedades del pancreas exocrino,

endocrinopatias, diabetes inducidas farmacoldgica o quimicamente, o infecciones.

A) Diabetes por defectos genéticos de las células B: se produce por mutaciones en
proteinas que participan de manera critica en el funcionamiento de las células B. Se
caracteriza por defectos en la secrecion de la insulina, sin embargo su accion no se ve
afectada. Otra anomalia genética de este grupo de enfermedades es la incapacidad de
transformar la insulina inmadura (proinsulina) a su forma activa. Este defecto se ha visto

en muy pocos pacientes.

B) Diabetes por defectos genéticos en la accion de la insulina: Existen casos poco
frecuentes en los que la diabetes se produce por anomalias genéticas de proteinas que
participan en la accion de la insulina. El leprechaunismo y el sindrome de Rabson-
Mendenhall son dos sindromes pediatricos que tienen mutaciones en el gen del receptor
de la insulina, lo cual conlleva a alteraciones en la funcion del receptor de insulina y

resistencia extrema a la misma.
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C) Alteraciones en el pancreas exocrino: Se puede definir como cualquier proceso que
dafie el pancreas de forma que pueda desencadenar diabetes. Los procesos adquiridos

incluyen pancreatitis, trauma, infeccidén, pancreatectomia y carcinoma pancreético.

D) Endocrinopatias: Las endocrinopatias son enfermedades en las que se produce un
aumento de los niveles de hormonas que antagonizan la accion de la insulina, como la
hormona de crecimiento, cortisol, glucagén y adrenalina, los cuales pueden ser causales
de diabetes. Entre las enfermedades que originan diabetes se encuentran acromegalia,
sindrome de Cushing, glucagonoma y feocromocitoma. La diabetes por endocrinopatias
suele ser pasajera y se resuelve cuando los niveles de estas hormonas se controlan y se

mantienen en las concentraciones normales.

E) Diabetes inducida por farmacos o sustancias quimicas: Se refiere a sustancias que no
son per se causantes de diabetes, pero precipitan la enfermedad en individuos con

resistencia a la insulina.

F) Infecciones: Ciertos virus se han asociado con la destruccién de células . Diversas
infecciones virales se asocian con el desarrollo de diabetes, como rubéola congénita,

infecciones por coxsackievirus B, citomegalovirus y adenovirus, y paperas.
3.1.2 Factores de riesgo

La etiologia de la DM2 es multicausal, como se observa en la figura 1 existen diversos
factores de riesgo que no son posibles de modificar tales como etnicidad, la herencia a la
predisposicion de la enfermedad o la edad, sin embargo es posible evitar el desarrollo de
la DM2 modificando otros factores de riesgo relacionados con los habitos, tanto alimenticios
como sedentarios (Cornell, 2015; Zhang et al., 2017). Una alimentacion balanceada y
ejercicio fisico son imprescindibles, al igual que el mantenimiento de un peso adecuado y
una circunferencia de cintura menor a 80 cm en mujeres y menor a 90 cm en hombres (IDF,
2017).
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Figura 1. Factores de riesgo ambientales y genéticos que influyen para el desarrollo de la
DM2 (Modificado de Atlas IDF, 2017).

La prevencion y diagnostico precoz son esenciales para el control y manejo de la DM2, esto
con la finalidad de evitar o retrasar sus complicaciones a largo plazo, es comun que la DM2
no sea diagnosticada sino hasta algunos afos después de desarrollarla. Se reconoce una
fase asintomatica que puede variar entre los 4 y 7 afios, en la cual ya se tiene DM y no es
diagnosticada sino hasta que comienzan a presentarse complicaciones vasculares cronicas
(Habibi, Ahmadi, & Alizadeh, 2015).

3.1.3 Sintomatologia

A pesar de que la enfermedad es asintomatica, en algunos casos se pueden generar
sintomas. Los sintomas y signos de la diabetes, cualquiera que sea su etiologia, son poliuria
(aumento en la produccion de orina), polidipsia (aumento de la sed), polifagia (hambre) y
pérdida de peso. En condiciones normales, la glucosa sanguinea se reabsorbe en su
totalidad a nivel de las nefronas, (unidades funcionales del rifién) sin embargo, en la DM2 el
exceso de glucosa sobrepasa la capacidad del filtro renal para su reabsorcién y por lo tanto,
la glucosa excedente es eliminada a través de la orina, lo que exige el aumento en el
consumo de agua para su diluciébn causando poliuria. A su vez, la pérdida de agua es el
motivo de la polidipsia. Por otra parte, la sensacién constante de apetito que deriva en la
polifagia resulta como consecuencia de la resistencia a la insulina y el fallo en cuanto a la
asimilacion glucosa en los tejidos. Asimismo, esta ineficiente utilizacion de glucosa induce al

organismo a recurrir a otras fuentes de energia, por lo que se consumen las reservas de
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carbohidratos y lipidos disminuyendo los depdsitos de triglicéridos en el tejido adiposo y

causando pérdida de peso (IDF. 2017).
3.1.4 Criterios de diagndstico

De acuerdo con la ADA 2018 (Riddle et al., 2018), existen concentraciones de glucosa
sanguinea consideradas dentro de los pardmetros normales y otros que determinan la

presencia de diabetes; por lo que se realizan distintas pruebas para su determinacion:

-Prueba aleatoria (0 casual) de glucosa plasmatica: esta prueba se realiza en cualquier
momento del dia cuando se presentan sintomas de diabetes severa. Se diagnostica DM

cuando la glucosa en sangre es = 200 mg/dl.

-Glucosa plasmatica en ayunas: esta prueba generalmente se realiza con 8 horas de ayuno
previo, midiendo el nivel de glucosa en la sangre. Se diagnostica DM cuando la glucosa

plasmatica en ayunas es = 126 mg/dl.

-Prueba de tolerancia a la glucosa oral: es una prueba con duracion de dos horas, la cual
consiste en tomar una bebida con 75 g de glucosa anhidra y medir sus niveles plasmaticos
antes y 2 horas después de tomarla. Esta prueba indica como el cuerpo procesa la glucosa,

se diagnostica diabetes cuando después de 2 horas sus niveles en sangre son = 200 mg/dl.

-Hemoglobina glicada (HbA1c): La prueba HbAlc requiere de un ayuno previo, mide el nivel
promedio de glucosa en la sangre durante los ultimos 2 6 3 meses. Se diagnostica DM
cuando A1C es 26.5%.

3.2 Diabetes mellitus tipo 2
3.2.1 Fisiopatologia de la diabetes mellitus tipo 2

La DM2 se caracteriza por presentar defectos en la accion y secrecion de la insulina, lo que
contribuye a la prevalencia del estado hiperglucémico, resultando en la alteracién en el
metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas. Su fisiopatologia involucra por lo tanto
una amplia gama de 6rganos; entre los principales se encuentran: el pancreas, higado,
musculo esquelético, tejido adiposo, tracto gastrointestinal, cerebro y rifidn (Cornell, 2015).
La resistencia a la insulina que presentan sus érganos blanco (higado, masculo y tejido
adiposo) puede definirse como un estado anormal en el que dicha hormona no es capaz de
ejercer sus efectos bioldgicos en concentraciones plasmaticas que resultan eficaces en

organismos sanos, y que se deben a defectos en la cascada de sefializacion de la insulina.
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Dicha resistencia propicia una hiperinsulinemia compensatoria, por lo que a largo plazo
conduce a una falla de las células B pancreaticas, y es entonces cuando el estado diabético
se desarrolla (Tfayli & Arslanian, 2009).

Ya que el higado se vuelve resistente a los efectos supresores de la insulina, existe una
permanente liberacion de glucosa hepética tanto por gluconeogénesis como por
glucogendlisis; asimismo la resistencia a la insulina produce que, en musculo y tejido
adiposo, la captacién de glucosa se vea disminuida debido a que ambos tejidos son
dependientes de dicha hormona para la translocacion de transportadores GLUT4
facilitadores del transporte de glucosa del torrente sanguineo al interior celular, en
consecuencia continda circulando y aumentando el estado hiperglucémico (Triplitt, 2012).
Ademas, en el tejido adiposo hay una alta liberacién de acidos grasos libres debido a la
resistencia del efecto antilipolitico de la insulina. La prevalencia cronica del estado
hiperglucémico, al igual que concentraciones elevadas de acidos grasos libres,
desencadenan una serie de mecanismos como deterioro de la expresion génica de la
insulina, estrés oxidativo cronico y apoptosis que conducen a un estado de glucolipotoxicidad
(Figura 2) (Cornell, 2015).

Factores genéticos Factores ambiantales

Estilo de vida sedentario

-Exceso de consumo enegéfico

Resistencia a la insulina

!

Hiperinsulinemia compensatoria

4 =
@ Liberacion de Glucosa £ Inhibe captacidn de glucosa
-Glucogénesis @& Glucogendlisis

|

g Inhibe captacitn de
glucosa

@ Lipdlisis

- /
hd

Fallo en las células fy Glucolipotoxicidad

-Glucogendlisis

Figura 2. Fisiopatologia de la DM2.
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3.2.2 Complicaciones

El control inadecuado de la DM puede resultar en complicaciones que disminuyen la calidad
de vida e incrementan el riesgo general de muerte prematura. Las complicaciones pueden
dividirse en agudas y cronicas (Figura 3). Las complicaciones agudas incluyen cetoacidosis
diabética y sindrome hiperglucémico hiperosmolar no cetdnico. Las complicaciones cronicas
se deben a la hiperglucemia sostenida que provoca dafio en los vasos sanguineos causando
deterioro en el endotelio y desencadenando complicaciones micro y macrovasculares (IDF,
2015). Las complicaciones microvasculares de la diabetes incluyen retinopatias con pérdida
potencial de la vision, nefropatias que conducen a insuficiencia renal, neuropatias periféricas
con riesgo de Ulceras en el pie, amputaciones y articulaciones de Charcot, mientras que las
complicaciones macrovasculares incluyen enfermedad arterial coronaria, sindrome vasculo-
cerebral y arterial periférica (Riddle et al., 2018). Durante el embarazo si la diabetes no se
controla de forma adecuada también puede aumentar el riesgo de muerte fetal y otras
complicaciones (OMS, 2016).

Cetoacidosis
{PF\\ — Agudas

Sindrome hiperglucémico hiperosmolar no cetonico

Complicaciones

Enfermedad arterial coronaria

—  Moacrovasculares

Enfermedad vasculo- cerebral

Arterial periférica

o Cronicas
] -

Retinopatias

L. Microvasculares

Nefropatias

Meuropatias

Figura 3. Complicaciones de la DM.
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En México las complicaciones reportadas por la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion
(ENSANUT) 2016 con mayor prevalencia fueron: vision disminuida (54.5%), dafio en laretina
(11.2%), pérdida de la vista (9.95%), ulceras (9.1%) y amputaciones (5.5%). De acuerdo con
la OMS en 2016, en México se report6 la muerte de 87 mil personas a causa de la diabetes,
lo que representa el 14% de la mortalidad proporcional respecto a otras enfermedades, como
el cancer que comparece con el 12%.

3.2.3 Tratamiento

Como se ha sefialado anteriormente, en la DM2 prevalece un doble mecanismo patoldgico:
el fallo progresivo de las células B y la resistencia a la insulina. A pesar de que la resistencia
se mantiene a lo largo de la enfermedad, es posible mejorar dicho estado implementando
diversas estrategias en el estilo de vida, ademas de recurrir a terapias farmacologicas
(Cornell, 2015). Para el tratamiento es necesario tener en consideracion la etapa de
progresion en la que se encuentra y con base en ello construir un plan de tratamiento a
seguir. Asimismo, algunas sociedades cientificas han realizado recomendaciones sobre el
escalonamiento de los tratamientos dependiendo del caso de cada paciente; la eleccion del
tratamiento va a depender, entre otras cosas, de la eficacia para reducir la HbAlc (Menendez
Torre et al., 2011)., ademas de modificar la dieta y hacer ejercicio para disminuir los
depdsitos de grasa y favorecer la captacion de glucosa de los tejidos periféricos (Gomez-
Zorita & Urdampilleta, 2012).

3.3 Hipoglucemiantes orales

Dado que la DM2 es una enfermedad progresiva es necesario implementar terapia
farmacologica para el control optimo de la glucemia. Los hipoglucemiantes orales son
farmacos que se caracterizan por disminuir los niveles de glucosa en la sangre con el objetivo
de retrasar las complicaciones micro y macrovasculares (De Vries McClintock et al., 2015).
En la actualidad se dispone de una amplia gama de farmacos hipoglucemiantes con diversos
mecanismos de accion (Figura 4), las recomendaciones para su uso Como monoterapia o en
combinacion se describen en las guias de control de diabetes, incluidas la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA) y la Asociacion Europea para las directrices del Estudio de la
Diabetes (EASD) (Kim et al., 2017). Actualmente no hay ningun agente disponible que afecte
a todos los Organos vy tejidos implicados en la patogénesis de la DM2, sin embargo los
medicamentos disponibles apuntan a determinadas anormalidades fisiol6gicas dentro de la

enfermedad (Nathan DM, BuseJB, Davidson MB, 2008). Las principales clases de
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hipoglucemiantes, farmacos, acciéon fisiolégica, mecanismos de accion, ventajas y

contraindicaciones se muestran en la Tabla 1.
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o . . Descenso
. . . Accion Mecanismo de . . Células . .
Hipoglucemiantes Farmaco e accién Hipoglucemia blanco Ventajas Contraindicaciones | HbATc Costo
(%0)
-Amplia experiencia .
L . . -Efectos secundarios
Metformina 1Glu;]:onelo.gene5|s Hepatocito -No hcydganTnaa gastrointestinales
Biguanidas Buformina TSens?;:;I::I ala Activa AMP-cinasa No Adipocito -Dismir?uc;ne ::zbctbles Contraindicaciones multiples: 1.0 -2.0 quo
Fenformina insuling Miocito eventos OCIdO?IS, h|po.>f|c1,
. deshidratacion
cardiovasculares
N . Se une al receptor -Ganancia ponderal
Glibenclamida SURT1, cerrando el canal -Amplia experiencia -Escasa durabilidad
Sulfonilureas Glipzina 1Secrecién de insulina de KATP en las Si Células B -Disminuye riesgo -Paraliza el 1.0 -2.0 quo
Gliclazida membranas de las cardiovascular condicionamiento isquémico
células B del miocardio
Se une al receptor 5
SURT (en un sitio -Disminuye el pico -Gangzt:laanszneclieral
Repaglinida diferente), do el , i §
Meglitidinas qute g|inidc TSecrecién de insulina ;oi;elndz) K;e.lr_';c:n T; Si Células B _p;:z;;c;l?j:g condicionami.enfo is.quémico 0.5 -1.5 Alto
9 P del miocardio
membranas de las posolégica I
células B -Dosificacién frecuente
. Hepatocito -Durabilidad -Ganancia ponderal
Tiazolidinedionas Pioglit 1Sensibilidad a la h’:‘d:;?. e:.z:cr:o;:er N Adp' it -Disminuye -Insuficiencia cardiaca 1-1.5 Alt
TZD loglitazona insulina " ILPP,IAR YU @ ° MI'pO‘CI ° triacilgliceroles -Aumenta riesgo de cdncer T °
- iocito de vejiga
TSecrecion de insulina
(Dependiente de glucosa)
Ui lutid 1Secrecion del glucagon -No hay ganancia -Efectos secundarios
) . iraglutida (Dependiente de glucosa) | Activa los receptores de . ponderal gastrointestinales
Andlogos de Incretinas Exenatida Retrasa el vaciado GLP-1 No Células B -Acciones protectoras -Inyectable 0.5-1.0 Alto
géstrico cardiovasculares -pancreatitis aguda
1 Sensacién de
saciedad
TSecrecion de insulina Inhibe la actividad de
Vidagliofi (Dependiente de la DPP-4, aumentando Modesta eficacia en la
agliptina glucosa) las concentraciones de : . R Alt
- o
Inhibidores de DPP4: Sitagliptina 1Secrecion del incretinas activas No Células B Bien tolerado dlsmlnuﬂo; de‘ HbATe 0.5 -0.8
Saxagliptina glucagon postprandiales (GLP-1, -Urticaria
(Dependiente de GIP)
glucosa)
-Modesta eficacia en la
- . oy . . -Disminuye el pico L,
Inhibidores de a- Acarbosa Inhibe la absorcién Inhibe a- Glucosidasa . . disminucién de HbAlc
Glucosidasas Mig|ito| intestinal de glucosa intestinal No Enterocito postprandial -Diarrea o flatulencias 0.5-0.8 Moderado
B -Dosificacién frecuente
Tabla 1. Principales hipoglucemiantes orales. Descripcion de las clases, acciones fisioldgicas y células blanco de los hipoglucemiantes orales.
Modificado de (Cornell, 2015; Jannie Fuhlendorff, Patrik Rorsman, Hans Kofod, Christian L. Brand, Bidda Rolin, Peter MacKay, Ronald
Shymko, 1998; Kothari, Galdo, & Mathews, 2016; Nathan DM, BuseJB, Davidson MB, 2008)
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Figura 4. Hipoglucemiantes orales y su accion fisioldgica, modificado de (Cheng & Fantus,
2005)
Distintas sociedades cientificas proponen algunas recomendaciones sobre el
escalonamiento en las terapias farmacoldgicas una vez instaurados los cambios en la
alimentacion y estilo de vida (Figura 5). El objetivo del tratamiento farmacolégico es
conseguir el mayor control metabdlico con la maxima seguridad posible. Un primer objetivo
en las fases iniciales de la enfermedad es una HbAlc <6.5%, sin embargo en fases mas
avanzadas una HbAlc <7.5% seria el objetivo (Menendez Torre et al., 2011; Moon et al.,
2017)(Menendez Torre et al., 2011). En general, el tratamiento se divide en tres escalones
terapéuticos: cuando los niveles de HbAlc son entre 6.5- 8.5%, la metformina es el farmaco
de eleccidén y sélo en casos de intolerancia o contraindicacidén se utilizan otros farmacos
alternativos; si la hiperglucemia es elevada (HbAlc >8.5%), el tratamiento inicial debe
realizarse desde el comienzo con varios farmacos orales en combinacion o bien iniciar
terapia con insulina. El segundo escalon consiste en la adiciéon de un segundo farmaco de
accion sinérgica. Dichas opciones deben individualizarse en funcion de las caracteristicas

de cada paciente. Finalmente, el tercer escalén implica la introduccién de insulina basal
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como opcidn preferente frente a una triple terapia oral (Menendez Torre et al., 2011; Moon
et al., 2017).

HbAlc 6.5. 8.5% HbAle = 8.5%
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valorar:
Sulfonilureas
-IDPP-4

TID
-Repaglinida

Metforming Insuling + Metforming

¥
i

Si mo se alcanza el
objetivo de HbAlc
en 3 meses

nal y ejercicio

Sulfonilureas

IDPP.-4
Metformina + T7D

Insuling basal

Agonistas de GLFP1

Si no se alcanza el
objefivo de HbAl«
5ino se alcanza el en 3 meses

objstive de HbAle

en 3 meses

Triple terapia oral

5i no se alcanza el
objetive de HbAlc
&M 3 meses

Meodificaciones: en el estile de vida (terapia nulri

metforming + Insulinoterapia intensiva

Figura 5. Escalonamiento y tratamientos en la DM2. Modificado de (Cornell, 2015).

3.3.1 Secretagogos de insulina

La secrecion de insulina estad dada por las células B pancreaticas, las cuales desempefian
un papel central en el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa. La caracteristica mas
destacada de las células B es la secrecion de insulina en respuesta a los cambios de glucosa
extracelular, ya que poseen la capacidad de detectar los niveles circulantes en la sangre
(Seino, Sugawara, Yokoi, & Takahashi, 2017). La secrecion de insulina inducida por glucosa
comprende 2 vias: la via de activacion y la via de amplificacion metabdlica, que implica el
cierre del canal de potasio (K*) sensible al ATP (canales KATP) por el aumento de la

concentracion de ATP resultante del metabolismo de la glucosa, seguido por la
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despolarizacion de la membrana plasmatica y la afluencia de calcio (Ca2*) a través del canal
Ca2* dependiente del voltaje, lo que activa la progresién de los granulos de insulina hacia la
membrana plasmética a través de los microtlbulos para conducir a su exocitosis (Figura 6)
(Henquin, 2000). Los secretagogos de insulina pueden dividirse en 2 subclases: sulfonilureas
y meglitidinas:

1 etapa 2 etapa
de secrecidn de secrecidn

CH

5 Glucoso
. K+ .
el DESPOLARIZACHOM ot

ar

Célula pancredtica L

Figura 6. Mecanismo de secrecion de insulina.

Glibenclamida

La glibenclamida es la sulfonilurea mas utilizada para el tratamiento de DM2, la cual actia
como bloqueador de los canales (KATP) en las células 3 pancreatica. El canal de KATP es
un complejo heterooctamérico que consiste en cuatro subunidades (Kir6.1 o Kir6.2)
dispuestas hacia dentro formado los poros difusores, y cuatro subunidades reguladoras de

receptores de sulfonilureas (SUR1, SUR2A o SUR2B). Las combinaciones de estas
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subunidades forman las variedades de KATP con propiedades farmacoldgicas especificas
en distintos tejidos (Al-Karagholi, Hansen, Severinsen, Jansen-Olesen, & Ashina, 2017). Los
canales de KATP de las células B se encuentran conformados por la combinacion de las
subunidades Kir6.2 y SUR1 (Seino et al., 2017), en la figura 7 se ejemplifica como se

encuentran dispuestos.

7 X
w»

Kir6.2/SUR1
Pancreas y cerebro

Figura 7. Canal de potasio (KATP). Vista transversal de KATP en células 3. Tomado de
(Al-Karagholi et al., 2017).

Las sulfonilureas se unen al receptor de sulfonilureas (SUR1) en la superficie de las células
B, dicha union al complejo receptor de sulfonilurea Kir6.2 da como resultado el cierre de los
KATP y la inhibicién del flujo de salida de los iones K+, resultando como consecuencia la
despolarizacion de la membrana, la cual impacta en los canales de calcio abriéndolos y
permitiendo la entrada de Ca+ extracelular, provocando la contraccion de los microtabulos y
la proyeccion de granulos preformados de insulina hasta su exocitosis por la membrana
plasmatica (Figura 8) (Cheng & Fantus, 2005).
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Figura 8. Secrecion de insulina por sulfonilureas. Las sulfonilureas se unen a su receptor

SUR activando la cascada de sefializacion para la liberacion de insulina.

Las sulfonilureas promueven la primera fase de la secrecion de insulina, a la vez que
estimulan la segunda; ademas estos farmacos estimulan directamente la secrecion de
insulina de las células B pancreaticas independientemente de los niveles de glucosa en
plasma (Bdsenberg & van Zyl, 2008), es por ello que es recomendable comenzar con una
dosis baja y valorar cada 1 o0 2 semanas para lograr el control glucémico deseado y evitar la
hipoglucemia.

Dado que estos farmacos se metabolizan en el higado, las sulfonilureas estan
contraindicadas en pacientes con disfuncién hepética de moderada a grave (Cheng &
Fantus, 2005).
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Meglitidinas

Las meglitidinas son hipoglucemiantes orales de accién rapida y vida media corta,
estructuralmente son diferentes a las sulfonilureas (Tabla 2), sin embargo, su mecanismo de
accion es parecido puesto que ambos actian regulando los KATP en las células B vy
promoviendo la secrecion de insulina, no obstante, el sitio de unién en el receptor de
sulfonilurea es diferente (Figura 9) (Lorenzati, Zucco, Miglietta, Lamberti, & Bruno, 2010).
Esta clase de medicamentos esta representada principalmente por nateglinida y repaglinida,
nateglinida es un derivado de fenilalanina, mientras que repaglinida es un derivado de &cido
benzoico (Hatorpe, 2002).
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Figura 9. Receptor de sulfonilurea (SUR) y sitios de unidn de glibenclamida y repaglinida.

Después de su administracion, la repaglinida se absorbe y tiene un rapido efecto reductor
en la concentracién de glucosa en la sangre, ya que estimula la primera fase de secrecion
de lainsulina, sin embargo, su efecto no es sostenido durante la segunda fase. Comienza a
actuar a partir de los 15 a 30 min después de su administracion, alcanzando el pico maximo
de concentracion ala hora, y su accién dura aproximadamente entre 4 y 5 horas (Bdsenberg
& van Zyl, 2008). A diferencia de las sulfonilureas, las meglitidinas necesitan de la presencia
de glucosa para actuar, por lo que su administracién debe ser 15 min antes de cada comida
(Bosenberg & van Zyl, 2008). Este tipo de farmaco es recomendable para pacientes
irregulares con sus medicamentos y dieta, debido a su rapida accién y corta duracién

conduce a una reduccion significativa en la hiperglucemia posprandial sin el peligro de
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hipoglucemia entre las comidas y permitiendo un tratamiento mas flexible y tolerado para el

paciente, lo que aumenta el control metabdlico (Hatorpe, 2002).

Comparacion entre Glibenclamida y Repaglinida
El canal de KATP en las células B es objetivo principal de sulfonilureas y meglitidinas para
ejercer su accién biologica. En la tabla 2, se presentan las principales diferencias entre

ambos farmacos secretagogos de insulina.

Tabla 2. Diferencias entre los farmacos glibenclamida y repaglinida

Hipoglucemiante Sulfonilureas Meglitidinas

0,,0 O
HSC\O S:N)lN
Weose S
Estructura @)‘N MCHZ-Q_{

H OH

Cl VAR

Unién en el receptor Sur de KATP

Mecanismo de Unién en el receptor SUR de KATP I : L
iy : - : , (en un sitio diferente) y liberacion
accién y liberacion de insulina : :
de insulina
Fase de secrecion de Primera y segunda fase de Primera fase de secrecion de
la insulina secrecion de insulina insulina
Disminucion de la
- 0 - 0,
HbALC 0.8-2.0% 0.5-2.0%

Dependiente o
independiente de Independiente de glucosa Dependiente de glucosa

glucosa plasmatica

Ventajas Disminuye la glucemia posprandial | Disminuye la glucemia posprandial
: Ganancia ponderal Ganancia ponderal
Desventajas . . . .
Puede causar hipoglucemia Puede causar hipoglucemia
Dosis recomendada 5mg (2 veces al dia) 2mg (3 veces al dia)
Dosis maxima 20mg/ al dia 16 mg/ al dia
Dosis letal 20g/Kg 1g/Kg
Duracion 12-24 horas 4-5 horas
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Alto (dos veces el de las

Costo Bajo :
sulfonilureas)

Tabla 2. (Cont.) Comparacién entre glibenclamida y repaglinida. Modificado de Gribble &
Reimann, 2003; Nagashima et al, 2004; Kothari, Galdo & MathewsS., 2016).

3.4 Modelos animales utilizados en el estudio de DM2

Historicamente, los modelos animales han jugado un papel critico en la investigacion y
caracterizacion de la fisiopatologia de las enfermedades, y por lo tanto en el desarrollo y

perfeccionamiento de nuevos agentes terapéuticos y tratamientos (Al-Awar et al., 2016).

Respondiendo a la alta prevalencia de DM2 en el mundo y a la complejidad de la
enfermedad, se ha desarrollado una gran diversidad de modelos animales para su estudio.
Estos modelos animales tienden a incluir modelos con resistencia a la insulina y/o modelos
con falla en células B, ademas, algunos de ellos son obesos, lo que refleja la condicion
humana en donde la obesidad esta estrechamente relacionada con el desarrollo de DM2.
Una clasificacion de los modelos animales para DM2 es segun el mecanismo de produccion,
ya sea en inducidos o espontaneos, en donde éstos ultimos se dividen en analogos e
intrinsecos (Tabla 3) (Al-Awar et al., 2016).

Tabla 3. Modelos animales de DM2.

Modelos animales

Espontaneos Inducidos
Anélogos Intrinsecos e Induccion h(_),rmonaI,
o Goto-Kakizaki (GK) e Ratén db/db e Administracion de farmacos:

Alloxan/ STZ

Ratén obeso de Nueva ¢ Ratdn ob/ob ) ., .
Zelanda (NZO) e Raton e Manipulacion genética
¢ Psammoms Obesus (rata Agouti
israeli de la arena) e Rata Zucker
e Raton KK (fa/fa)

Rata OLETF (Otsuka Long-
Evans Tokushima)

Tomado de (Arias Diaz, J., & Balibrea, 2007).

Los modelos espontaneos se tratan de animales en los cuales mediante cruces
endogamicos se preserva la predisposicion genética a la DM2 o a determinado rasgo
fenotipico detectado en animales de forma natural. A su vez, los modelos espontaneos se

dividen en andlogos, los cuales se refieren a animales en los que se intenta imitar a la
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enfermedad humana, y modelos intrinsecos, con los cuales se pretende contestar preguntas

concretas de aspectos especificos de la enfermedad (Arias Diaz, J., & Balibrea, 2007).

A diferencia de los modelos espontaneos, en los modelos inducidos se provoca una o mas
de las manifestaciones clinicas de la DM2 humana mediante diversos métodos, los cuales
incluyen induccion hormonal, manifestacion genética y administracion de farmacos (Arias
Diaz, J., & Balibrea, 2007).

3.4.1 Modelo de hiperglucemia inducida con estreptozotocina- nicotinamida (STZ-NA)

El modelo STZ-NA es inducido por la administracion de farmacos, éste método se basa en
el suministro de estreptozotocina (STZ) como sustancia con efectos citotoxicos sobre las
células B3, y nicotinamida (NA) como agente citoprotector (Figura 10) (Masiello et al., 1998).

0 NH,
OH
0 OH
\‘\.\\\ D
J\ N
-~
N HO NT Ny
= |
OH CH,

Micotinamida Estreptozotocing

(NA] (STZ)

Figura 10. Estructura quimica de la nicotinamida y estreptozotocina

La STZ es un analogo de nitrosourea aislado del Streptomyces achromogenes. Es un
potente agente alquilante el cual se acumula selectivamente en las células 3 pancreaticas a
través del glucotransportador GLUT2. Después de su absorcion, la STZ se divide en su parte
glucosa y metilnitrosourea e induce multiples puntos de ruptura en el ADN (Lenzen, 2008),
lo que conlleva a la sobreestimulacién de la enzima poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP) en
respuesta a la reparacion celular del ADN, esto disminuye la concentracion de NAD* y
posteriormente la de ATP, conduciendo al agotamiento de las reservas de energia celular
causando necrosis Yy finalmente la muerte (Pieper, Verma, Zhang, & Snyder, 1999). Por otra
parte, el NA funciona como un agente citoprotector, ya que ademas de eliminar radicales
libres, actia como precursor de NAD* y como inhibidor de la enzima PARP, lo que evita el

agotamiento de los niveles ATP disponibles y la muerte celular (figura 11) (Lenzen, 2008).
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Figura 11. Mecanismo de accion del modelo STZ-NA. En el cual la STZ ejerce su accidn

MUERTE CELULAR

citotoxica al alquilar el ADN, mientras el NA actia como agente protector inhibiendo a la

enzima PARP-1 y al contribuir con el aumento de NAD* y ATP, evitando la muerte celular.

Finalmente, como resultado de la induccion se obtiene un modelo animal en el que
sobreviven pocas células B y presenta hiperglucemia moderada y deficiencia en la secrecion

de insulina.
3.5 Cromatografia en capa fina (CCF)

La cromatografia es una técnica muy importante que permite la separacion, identificacién y
purificacion de los componentes de una mezcla para el analisis cualitativo y cuantitativo. Con

el tiempo, su area de aplicacion se ha extendido considerablemente y hoy en dia la
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cromatografia es considerada como un método de separacion extremadamente sensible y
efectivo (Coskun, 2016).

Esencialmente, la cromatografia es un método de separacion fisico, en el cual los
componentes de una sustancia se distribuyen entre dos fases, las cuales se encuentran
dispuestas de tal forma que mientras una permanece estacionaria dentro del sistema (fase
estacionaria), la otra se desplaza a lo largo de él (fase moévil). Aunque los principios
fundamentales son los mismos, los métodos cromatograficos se clasifican segun el estado
fisico de la fase movil (Hill, 1996).

La cromatografia en capa fina (CCF) es un método en el que el eluyente (fase mévil) se
desplaza por medio de accion capilar a través de la placa (fase estacionaria). La velocidad
de desplazamiento ascendente depende de la polaridad del material, de la fase solida y del
disolvente (Coskun, 2016).

En los casos en que las moléculas de la muestra sean incoloras, se puede usar
fluorescencia, radiactividad o una sustancia quimica especifica para producir un producto
reactivo de color visible, a fin de identificar sus posiciones en la cromatografia
(Waksmundzka et al., 2008).

La migracion de los componentes en la cromatografia puede ser calculada por un parametro
determinado como Rf, el cual se utiliza para la descripcion de la distancia relativa recorrida
por las moléculas del compuesto en el disolvente, en donde, la distancia recorrida por el

compuesto se mide desde el punto de aplicacion (Hill, 1996). Se expresa como:

La distancia recorrida por el compuesto

La distancia recorrida por el eluyente
3.6 Etnofarmacologia

Las practicas medicinales han sido parte de todas las culturas, éstas forman sistemas de
conocimiento sobre los productos naturales terapéuticos que se transmiten durante siglos a
través de las generaciones. Actualmente, la OMS (2013) define a la medicina tradicional
como la suma total del conocimiento, habilidades y practicas basadas en creencias, teorias
y experiencias de diferentes culturas, utilizadas en el mantenimiento de la salud, asi como
en la prevencion, diagnostico, mejoramiento o tratamiento de las enfermedades fisicas o
mentales. En los paises en desarrollo casi el 80% de la poblacién hace uso de las plantas

para cuidar su salud, sin embargo tan solo el 5.2% de las especies utilizadas a nivel mundial
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cuenta con datos etnofarmacoldgicos (Villarreal-Ibarra et al., 2015). Es importante promover
la investigacion para conocer mas sobre la eficacia de las précticas tradicionales mediante

la ampliacién y estandarizacion con bases cientificas.

De acuerdo con Andrade y Heinrich (2011) la etnofarmacologia es “el estudio de productos
naturales biolégicamente activos usados tradicionalmente con el propésito de entender su
accion terapéutica”. La busqueda e investigacion de productos naturales bioactivos tiene una
larga tradicion, sin embargo la etnofarmacologia como campo de investigacién bien definido
tiene una historia relativamente corta, que data de hace 50 afios (Yeung, Heinrich, &
Atanasov, 2018). En la actualidad, muchos medicamentos incluyen un prototipo de producto
natural. La aspirina, la atropina, la efedrina, la digoxina, la morfina, la quinina, la reserpina y
la tubocurarina son algunos ejemplos de farmacos que se descubrieron originalmente
mediante el estudio de la medicina tradicional y el conocimiento popular de los pueblos
originarios de distintas culturas (Gilani & Atta-ur-Rahman, 2005). Ademas, las plantas
contintdan siendo una fuente importante para el descubrimiento moderno de farmacos con el

objetivo de desarrollar nuevas terapias (Atanasov., et al 2016)

En México, el uso terapéeutico de las plantas es una practica comun entre la poblacion, lo
cual es facil de imaginar debido a la riqueza biologica y cultural que posee, la cual provee de
un extenso conocimiento en el uso de plantas para recuperar la salud (Meléndez, Berdeja &
Miranda, 2004). Uno de los desordenes metabdlicos cronicos mas importantes en México es
la DM2, la cual tiene un impacto significativo sobre la salud, calidad y esperanza de vida de
la poblacién, y es desde el afio 2000 considerada como la principal causa de muerte
(Villarreal-lbarra et al., 2015).

Es imposible negar la importancia que representan las plantas y las practicas medicinales
en torno a ellas, por lo que uno de los retos actuales de la etnofarmacologia es documentar
y preservar la riqueza biol6gica empleada en la medicina tradicional y desarrollar sistemas
sustentables de produccion y uso de plantas con potencial farmacoldgico para el tratamiento

de diversas enfermedades, como la DM2 (Villarreal-lbarra et al., 2015).
3.6.1 Eysenhardtia polystachya (Ortega) Sarg.

Perteneciente a la familia Leguminosae y conocida comunmente como “palo dulce” o “palo
azul”’, Eysenhardtia polystachya es un arbusto caducifolio de 3 a 6 m de altura que puede
llegar hasta los 9 m. Presenta hojas alternas, compuestas, pinnadas y tallos ramificados,

ademas posee inflorescencias dispuestas en racimos espigados terminales (figura 12). Se

34



encuentra ampliamente distribuida, desde el sureste de Arizona, Estados Unidos y en
nuestro pais esta presente en los estados de Coahuila, Michoacan, Colima, Puebla, Estado
de México, Hidalgo, Guerrero, Chiapas y Oaxaca (CONABIO, 2006).

Figura 12. Eysenhardtia polystachya (Foto tomada por Gerardo Mata Torres-Valle, 2016)

Debido a que se encuentra en diversos tipos de climas, es recurrente que sea empleada
para la recuperacion de terrenos degradados gracias a su tolerancia a la sequia y su
capacidad para crecer en suelos erosionados (CONAFOR, 2016). Asimismo, se tiene
documentado el uso de su follaje como forraje para ganado bovino y caprino, ademas la
madera es utilizada como lefia para quemar, y para la elaboracion de copas y vasijas, al
mismo tiempo que es ampliamente utilizada de forma medicinal en distintas regiones del

pais (Vazquez Yanes, Batis Mufioz, Alcocer Silva, Gual D6éaz & Sanchez Dirzo, 1999).

De acuerdo con la Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana (BDMTM, 2009),
se tiene documentado el uso de E. polystachya al menos desde el siglo XVI, donde se
prescribe para el hipo; en el Cdédice florentino se reporta tomar el agua de la madera
reposada para la tos, la orina, calentura y disuria. Nicolas Monardes, en el mismo siglo,

menciona que es Util para los que “no orinan libremente” y para dolor de rifiones. A inicios
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del siglo XVIII, Juan de Esteyneffer la recomienda como diurético y para enfermedades
renales, asi como para el dolor por céalculos, en el siglo XX, Maximino Martinez la refiere
para las afecciones renales, antiespasmaodica, antipirético, cicatricial regenerativo, diurético,

enfermedades de los ojos y para lavar las vias urinarias.

E. polystachya resulta también de interés histérico, ya que en el siglo XVI su madera fue
exportada a Europa como Lignum nephriticum y pronto atrajo mucha atencién debido a sus
propiedades medicinales y por el inusual color azulado resultante de su infusién. Ademas,
en el siglo XVII el extracto acuoso de su madera fue utilizado por Robert Boyle como
indicador fluorescente &cido- base (Burns, Dalgarno, Gargan, & Grimshaw, 1984).

La Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (2001) la menciona en un
listado etnobotanico para el tratamiento de afecciones en los rifiones; del mismo modo en
2005, Andrade- Cetto y Heinrich presentaron un listado de plantas mexicanas utilizadas en
el tratamiento de la diabetes, con un total de 306 especies recabadas, E. polystachya es una

de las plantas mencionadas.

Se tiene documentado su uso en la medicina tradicional mexicana como antitusivo,
antiespasmodico, febrifugo, antiinflamatorio, antirreumatico, analgésico, diurético,
antiurolitico y como tratamiento para la diabetes(Alvarez et al., 1998; Beltrami et al., 1980;
Burns et al., 1984; Pablo-Pérez, Estévez-Carmona, & Meléndez-Camargo, 2016; Perez,

Vargas, Perez, & Zavala, 1998; Salinas-Hernandez et al., 2008).

Su actividad antiurolitica fue probada farmacoldgicamente, en donde se observd una
reaccion dosis-respuesta en la reduccion en la deposicion de calculos renales al administrar
el extracto acuoso de su madera (Perez et al., 1998). También se realizaron estudios
farmacoldgicos en donde se comprueba su actividad diurética (Pablo-Pérez et al., 2016).
Asimismo, fue evaluada la actividad antimicrobiana, citotoxica e insecticida, del extracto
diclorometano-metanol de su corteza, sin embargo no presentd actividad antimicrobiana,
pero si se observo una moderada actividad citotdxica en lineas celulares cancerosas y leve
actividad insecticida al sélo observarse cambios morfologicos en larvas de Spodoptera

frugiperda (Alvarez et al., 1998).

Diversos estudios fitoquimicos realizados, de distintos extractos de la corteza de E.
polystachya, indican la presencia de una compleja mezcla de compuestos fendlicos.

Beltrami, et al (1980) aislé del extracto acuoso dos a-hidroxidihidrochalconas reportadas
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como coatlina A y B; asimismo, del extracto diclorometano-metanol se aislaron tres nuevas

a-hidroxidihidrochalconas (Alvarez & Delgado, 1999).

Burns, et al (1984) identifico del extracto metandlico lo que sefialan como el principal
constituyente fendlico fluorescente de la madera de E. polystachya, la 7-hydroxy-2",4",5"-
trimethoxyisoflavona, ademas del compuesto flemichaparin-C.

También, se han identificado del extracto integro de diclorometano: metanol (1:1) cinco
compuestos conocidos, tales como estigmasterol, isoduartina, cuneatina, 7-hidroxi-2’,4’,5’
trimetoxiisoflavanona y pterocarpano, asi como dos nuevas isoflavanonas (Alvarez et al.,
1998). Un-Hee Kim, et al, (2014) sugiere una mejoria en el perfil de la glucosa plasmatica,
asi como los niveles de insulina en sangre, mediante la regulacion de la proliferacion de las
células B pancreaticas y la sensibilidad a la insulina producto de los pterocarpanos obtenidos
del extracto de acetato de etilo de hojas de la soya. Ward, et al (2017) reporta el efecto
protector a la glucolipotoxicidad del estigmasterol en células (3, al evitar la acumulacion de
colesterol libre y de especies reactivas de oxigeno, mejorar la secrecion de insulina, asi

como disminuir los marcadores de la apoptosis temprana.

En otro estudio, fueron investigadas las propiedades antioxidantes y protectoras en ensayos
in vivo e in vitro de seis nuevos flavonoides, en su mayoria chalconas, aislados del extracto
metanol- agua de E. polystachya. De los cuales cinco presentaron habilidad para reducir el
estrés oxidativo bajo condiciones diabéticas en un modelo de raton STZ, ademas de prevenir
o retrasar el dafio hepatico, renal, y pancreatico, mediante el aumento en la actividad de
enzimas depuradoras de radicales libres, ademas de reducir las especies reactivas de
oxigeno intracelular (Perez-Gutierrez, Garcia-Campoy, & Mufiz-Ramirez, 2016). En el
mismo estudio, se reportd el aislamiento de siete sustancias conocidas, entre ellas la
aspalatina. En la literatura se encuentra documentado el efecto hipoglucémico de la
aspalatina (una dihidrochalcona C-glucésido), como componente de té rooibos de
Aspalathus linearis, en ratones diabéticos tipo 2 modelo db/db, la cual redujo la
hiperglucemia y mejor6 la intolerancia a la glucosa a través del aumento de la captacion de

glucosa y la secrecién de insulina en ratones (Kawano et al., 2009).
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4. Justificacién

En México y el mundo el incremento de diabetes constituye uno de los grandes retos a los
gue debe enfrentarse la sociedad actual, ya que las complicaciones derivadas de
enfermedades cronicas estrechamente relacionadas con la obesidad y el sedentarismo
impactan en la salud publica, disminuyendo la calidad de vida y aumentando el riesgo de
muerte prematura; ademas dicho impacto repercute también en la productividad y desarrollo
econdémico, por lo que los costos directos e indirectos para tratar dichas enfermedades
aumentan (Instituto Nacional de la Salud Publica, 2017).

La prevalencia de esta enfermedad conlleva a una alta demanda de los pacientes a nuevas
generaciones y mas opciones de medicamentos para tratarlos. Si bien actualmente existe
una amplia gama de farmacos para tratar diabetes, también se han desarrollado opciones

fitoterapéuticas en el mercado.

El uso de plantas con fines medicinales ha sido una practica realizada por todas las culturas
desde tiempos remotos; la OMS reconoce la importancia de la medicina tradicional y su uso
en la actualidad, ya que representa la primera linea de atencidn sanitaria para millones de
personas en el mundo, ya sea por razones culturales o econdmicas. Ademas, el conocer y
documentar estas practicas abre las puertas para realizar estudios cientificos
multidisciplinarios los cuales pueden ser precursores de opciones fitoterapéuticas para el

tratamiento de multiples enfermedades, entre ellas, la diabetes (Knéss & Chinou, 2012).

México es uno de los paises con mayor riqueza biocultural en el mundo, el estudio e
investigacion de los recursos naturales deberia ser un area privilegiada, ya que se cuenta
con un vasto catalogo de especies endémicas de flora y fauna cuyos componentes
regularmente exhiben actividades farmacoldgicas significativas (CONABIO, 2006). Existe
una gran variedad de plantas reportadas para tratar la DM2, sin embargo no todas cuentan
con estudios farmacolégicos que representen un respaldo para dicha actividad. Debido a
ello, el presente trabajo pretende contribuir en ese aspecto evaluando el efecto
hipoglucemiante del extracto etanol-agua de Eysenhardtia polystachya (Ort.) Sarg,
simultdneamente a la realizacién de pruebas fitoquimicas para la determinacion cualitativa

metabolitos secundarios.
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5. Objetivos

Objetivo general

-Evaluar el efecto hipoglucemiante del extracto etanol-agua de la corteza de
Eysenhardtia polystachya en ratas hiperglucémicas STZ-NA

Objetivos particulares

-Evaluar el efecto hipoglucemiante del extracto etanol- agua de la corteza de E.
polystachya en ratas hiperglucémicas STZ-NA mediante una curva temporal de

glucosa.

-Evaluar el efecto hipoglucemiante del extracto etanol- agua de la corteza de E.
polystachya en ratas hiperglucémicas STZ-NA mediante una curva de tolerancia a la

glucosa.

-Determinar los metabolitos secundarios del extracto etanol- agua de E. polystachya
mediante pruebas cualitativas colorimétricas usando la técnica de cromatografia en

capa fina.

6. Hipotesis

-El extracto etanol-agua de E. polystachya tendra un efecto hipoglucemiante en ratas

hiperglucémicas STZ-NA.

-El extracto etanol-agua de E. polystachya disminuira el pico postprandial en la curva

de tolerancia oral de glucosa.

-Las pruebas fitoquimicas preliminares del extracto etanol-agua de E. polystachya

mostraran la presencia de diversos metabolitos secundarios.
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7. Material y método

7.1 Recolecta en campo

La colecta del material biolégico (correspondiente al nimero de colecta 223) se realiz6 en la
comunidad de Tamala, sobre la carretera Tamala- San Simon aproximadamente en el km
112 del municipio de Tepehuacan de Guerrero, en el estado de Hidalgo del afio 2016. La
identificacion del ejemplar botanico la llevo a cabo el M en C Ramiro Cruz Duran.

7.2 Elaboracion del extracto etanol-agua de la corteza E. polystachya

El material biolégico colectado se dej6é en una camara de secado a 40°C durante 7 dias,
posteriormente la corteza fue triturada con ayuda de un molino. Para la elaboracion del
extracto se dejo durante 4 horas en agitacion a 40°C una mezcla de etanol, agua (1:1, 500ml)
destilada y 20 g del material vegetal molido. A continuacién, se filtré el material con ayuda
de un embudo Bichner acoplado a un matraz kitasato y una bomba de vacio, utilizando
papel filtro y tierra de diatomeas. La mezcla resultante se concentro en un rotavapor BUCHI©
hasta eliminar todo el etanol de la mezcla. El extracto resultante se ultracongel6 a -40°C por
24 h. Posteriormente, se liofilizo a una temperatura de -45°C durante 24 h hasta obtener el

extracto en seco.
7.3 Calculo de dosis y DER (drug extract ratio)

La obtencion de la dosis del extracto de E.polystachya utilizada en los tratamientos fue
determinada tomando como base el uso tradicional de la planta y el peso de un paciente de
70kg. Para lo cual se obtuvo el peso final del extracto, equivalente a 20g del material vegetal

inicial. La relacion quedo expresada de la siguiente forma:

Peso final del extracto (g)
70Kg

Dosis =

La DER indica cuantas partes de la preparacion herbal se necesita para obtener una parte
de la preparacion herbal nativa. Es decir, la relacion entre la masa herbal inicial (sustancia
herbal), respecto a la masa del extracto resultante (preparacion herbal) (Vlietinck, como se

cité en Mata Torres Valle, 2017) y se expresa como:

Sustancia herbal (g)
DER = > =x:1
Preparaciéon herbal (g)
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7.4 Animales de experimentacion

Los experimentos realizados en el presente trabajo se llevaron a cabo siguiendo la
Normativa Oficial Mexicana (NOM oficial Norma Mexicana- 062-Z00-1999).

Se trabaj6 con ratas de ambos sexos de la cepa Wistar de aproximadamente 250g obtenidas
del bioterio de la Facultad de Ciencias, UNAM,; las cuales se mantuvieron en ciclos de 12
horas de luz-oscuridad bajo condiciones estandar de humedad y temperatura, con acceso

libre a agua y alimento.
7.5 Induccion del modelo STZ-NA

El modelo STZ-NA utilizado en este trabajo esta basado en el propuesto por Masiello et al
(1998), el cual desarrolla caracteristicas importantes de la DM2: hiperglucemia moderada y

deficiencia en la secrecion de insulina, ademas de responder a secretagogos de insulina.

A ratas con ayuno previo de 12 h se les administré una dosis de 150 mg/Kg intraperitoneal
de NA disuelta en solucion fisiologica, y 15 min después, se le administré una dosis de 65
mg/Kg intravenosa de STZ disuelta en buffer de acetatos a pH de 4.5.

7.6 Grupos experimentales y tratamientos

Se formaron 8 grupos experimentales (tabla4), los cuales se agruparon en 2 categorias: con
y sin carga de glucosa, cada uno conté con una n=6 ratas de ambos sexos. El experimento
consistio en la realizacion de curvas temporales de glucosa, las cuales tuvieron una duracion
de 120 min, en donde se midieron los niveles de glucosa sanguinea en intervalos de 30 min.
Cada muestra de sangre fue tomada de la vena caudal y medida por duplicado con

glucémetros Accutrend Plus@) y tiras reactivas Accutrend Glucose.

La primera categoria consistié en la administracion oral de glucosa y tratamiento a los cuatro
grupos correspondientes: normoglucémico con glucosa (NG), hiperglucémico con glucosa
(HG), hiperglucémico con repaglinida y glucosa (HRepG) e hiperglucémico con extracto y
glucosa (HEXG). La administracion del farmaco repaglinida (1mg/kg) y del extracto (8mg/kg)

se realizaron 5 min antes que el de la glucosa (2mg/kg).

En la segunda categoria, se administro glibenclamida (5mg/kg) y el extracto (8mg/kg) como
tratamiento, y se utilizé solucion salina (1ml) en lugar de glucosa. Por lo que los grupos para
esta categoria fueron los siguientes: normoglucémico (N), hiperglucémico (H),

hiperglucémico con glibenclamida (HGIi) e hiperglucémico con extracto (HEX).
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La administracion oral se realiz6 con ayuda de una canula gastroesofagica, con el proposito
de asegurar la ingesta de los tratamientos. La obtencion de la dosis del extracto de E.
polystachya fue determinada tomando como base el uso tradicional de la planta y un paciente
de 70 Kg.

Tabla 4. Grupos experimentales y tratamientos

Sin carga de glucosa Con carga de glucosa
(n=6) (n=6)
Normoglucémico (N) Normoglucémico + Glucosa (2mg/kg) (NG)
Hiperglucémico (H) Hiperglucémico + Glucosa (2mg/kg) (HG)

Hiperglucémico + Repaglinida (1mg/kg) +

Hiperglucémico + Glibenclamida (5mg/kg) Glucosa (2mg/kg)

(HGlIi) (HRepG)
Hiperglucémico + Extracto (8mg/kg) +
Hiperglucémico + Extracto (8mg/kg) (HEX) Glucosa (2mg/kg)

(HEXG)

7.7 Analisis de datos

Los resultados se analizaron realizando una prueba de ANOVA de un factor, seguido de la
prueba Tukey, en donde se considerd como diferencia significativa de (p<0.05) y se calculo

error estandar. El programa utilizado fue GraphPadPrism 7.

En la categoria sin carga de glucosa se compararon los controles H vs N; los grupos HGlIi y

HEX se compararon respecto al control H, y todos se compararon respecto a su T0.

En la categoria con carga de glucosa se compararon los controles HG vs NG; los grupos
HRep y HEXG se compararon respecto a control HG, y todos se compararon respecto a su
TO.

7.8 Identificacion de compuestos fitoquimicos

Se realizaron cromatografias en capa fina (CCF) de 6cm de largo por 5cm de ancho para
dilucidar metabolitos secundarios especificos, tales como terpenos, azucares, flavonoides

aglicona, flavonoides glicosilados y alcaloides.

Las muestras se colocaron a 0.6 cm del borde inferior de la placa, y se dejo6 eluir hasta 0.5cm
antes del borde superior. El punto de aplicacién se realiz6 con ayuda de un aplicador

semiautomatico Nanomat 4 CAMAG ©. Para la elaboracion de las placas de CCF se pesaron
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10 mg del extracto de E. polystachya que se disolvieron en una mezcla de etanol: agua:

acetonitrilo (750: 500: 250). En cada placa se utiliz6 como punto de aplicacion 10pl de

extracto y 1l para los controles. Las CCF fueron observadas bajo luz UV a 366nm. Se utilizo

el programa Videoscan2®© para determinar el perfil cromatografico y medir los Rf.

En la tabla 5 se muestra el control, fase mévil y revelador utilizados para cada placa de

acuerdo con el grupo de metabolito secundario que se deseaba observar.

Tabla 5. Control, fase movil y revelador de las placas de cromatografia de capa fina.

Metabolitos

T Control Fase movil Revelador
Hexano/ Diclorometano
Terpenos Timol (2:2) Vainillina / calor
10 ml
Fsferoles Quercetina / acido cafeico chloromeétglnltg  metand Acido
aglicona ' difenilbourinico
10 ml
Acetato de etilo/ &c férmico/ ;.

. , L. Acido
Flavonoides Rutina / acido clorogénico ac acetico / agua difenilbourinico
glicosilados 9 (10:1.1:1.1:2.6)

14.8 ml
Glucosa / fructosa / n-propanol / agua / ac Sulfato cérico
Glicosidos maltosa / isomaltosa / acético Icalor
dextrosa (4:3:2:1)
Diclorometano 8.5ml/
Alcaloides Colchicina / quinina metanol/ hldr_OX|do de Reactivo de
amonio Dragendorff
(8.5:1.4:.1)
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8. Resultados

8.1 Calculo de dosis y DER
Dosis tradicional

Se obtuvieron 0.561g de extracto seco de E. polystachya, a partir de 20 g de material vegetal
inicial. Dosis por cada kg:

0.561g de extracto
70kg

Dosis por cada Kg = = 0.008g/kg

8mg/kg
Célculo de DER
Sustituyendo en la féormula se obtuvo que para el extracto etanol- agua de E. polystachya,

se requieren tres partes de la preparacion herbal, para obtener una de la preparacion nativa
(Tabla 6).

Tabla 6. Rendimiento del extracto etanol-agua de E. polystachya.

Extracto Sustancia herbal Preparacion herbal DER
Etanol-agua de E. 20g 0.008g 3:1
polystachya

8.2 Experimento agudo

En la tabla 7 y la grafica 1 se describen los resultados obtenidos de los grupos
experimentales sin carga de glucosa. Se puede observar al control normoglucémico en un
mismo rango de valores (alrededor de 120 mg/dl) a lo largo de los 120 min, y no presenta
diferencias significativas en ninguno de sus valores respecto a su TO. El control
hiperglucémico tampoco presentd diferencias significativas en ninguno de sus tiempos
respecto a su T0O, sin embargo al compararlos entre grupos respecto al control N, presentaron
significancia en todos sus tiempos, mostrando una hiperglucemia sostenida. Por otro lado,
el control HGIi mostré una disminucion de la glucosa plasmatica vs su TO desde el T60, hasta
el T120. Mientras que el control HEx present6 una disminucion significativa de glucosa

respecto a su TO a partir del T90 hasta el T120. Al realizar la comparacion entre grupos
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respecto al control H, se obtuvo una disminucion de la glucosa plasmatica tanto en el control
HGIi, como en el HEX, a partir del T90 hasta el T120.

Tabla 7. Promedio de valores de glucosa en sangre (mg/dl) +EEM de los grupos sin carga

de glucosa.

Grupos

experimentales

Valores de glucosa plasmatica mg/d|

N

H

HGlIi

Hex

118+ 2

196 + 9°

205+8

188 +£5

Tiempo (min)

30

117 +5

206 + 10P

196 + 17

185+ 10

60

96 +5

213+ 9P

161 + 10*

171 +11

90

108 + 6

211 +12b

130 £ 11*

158 + 10*

120

107 £ 7

200 + 10°

119 + 8*@

154 + 2*@

Efecto del farmaco (glibenclamida) y el extracto de E. polystachya sobre los niveles de glucosa

plasmatica a lo largo de 120min. Diferencia significativa de (p<0.05), n=6. En donde * vs TO, a vs H,

b vs N. (N) normoglucémico, (H) hiperglucémico, (HGIi) hiperglucémico con glibenclamida, (HEX)

hiperglucémico con extracto.

250-

< 200-

L

g 150

©

8 100+

Q

3

O 504
0

Grupo sin carga

30

60

90

Tiempo (min)

120

Normoglucémico

Hiperglucémico

Hiperglucémico + Glibenclamida

Hiperglucémico +Extracto
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Grafica 1. Resultado de los ensayos agudos de los grupos sin carga de glucosa. Promedio
de glucosa plasmética (mg/dl) + EEM de los grupos sin carga de glucosa. Grupos:
normoglucémico (N), hiperglucémico (H), hiperglucémico con glibenclamida (HGIi) e
hiperglucémico con extracto (HEx). En donde * vs TO, a vs H, b vs N.

En cuanto a los grupos con carga de glucosa, en la tabla 8 y grafica 2 se puede observar
que el grupo NG presentd un pico hiperglucémico postprandial en los T30 y T60 y después
reestablece sus valores basales, mientras que el grupo HG lo present6 a partir del T30 y
hasta el T120. En cuanto al control HRepG se observo la inhibicién del pico postprandial al
no presentarse alguna diferencia significativa en ninguno de sus tiempos, en comparacion
con su TO. Mientras que en el control HEXG el pico hiperglucémico es visible en los T30, T60
y T90, sin embargo se reestablece en el T120. Al realizar la comparacién entre grupos
respecto al control HG, se observé una disminucion significativa del control HRepG desde el
T30 hasta el T120, mientras que en el control HEXG es en los T30, T60 y T120.

Tabla 8. Promedio de valores de glucosa en sangre (mg/dl) EEM de los grupos con carga

de glucosa.

Grupos

experimentales Valores de glucosa plasmatica mg/dl

Tiempo (min)

0 30 60 90 120
NG 123+ 3 165 + 6* 156 + 4* 142 +5 130+ 4
HG 207 £ 9° | 342 £ 29*P | 383 +29*" | 330 £ 23*" | 298 + 16*°
HRepG 191+9 | 228 +£222 | 205+30% | 182+ 31% 141 + 192
HEXG 198 + 8 263 £*@ 296 + 21*2 | 284 +18* 227 + 152

Efecto del farmaco (repaglinida) y el extracto de E. polystachya sobre los niveles de glucosa
plasmatica a lo largo de 120min. Diferencia significativa de (p<0.05), n=6. En donde * vs T0, a vs
HG, b vs NG. (NG) normoglucémico con glucosa, (HG) hiperglucémico con glucosa, (HRepG)
hiperglucémico con repaglinida y carga de glucosa, (HExG) hiperglucémico con extracto y carga de

glucosa.
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Grafica 2. Resultados de los ensayos agudos de los grupos con carga de glucosa. Promedio
de glucosa plasmatica (mg/dl) + EEM de los grupos con carga de glucosa. Grupos:
normoglucémico con carga de glucosa (NG), hiperglucémico con carga de glucosa (HG),
hiperglucémico con repaglinida y carga de glucosa (HRepG) e hiperglucémico con extracto

y carga de glucosa (HExG). En donde * vs TO, a vs HG, b vs NG.
8.3 Cromatografia en capa fina (CCF)

En la tabla 9, se muestran los resultados obtenidos de las pruebas preliminares para la
identificacion de los diferentes metabolitos secundarios del extracto etanol-agua de la
corteza de E. polystachya, tales como terpenos, azucares, flavonoides aglicona, flavonoides
glicésidos y alcaloides, comparando la presencia de las bandas de los compuestos control
vs las bandas desarrolladas por el extracto, asi como las imagenes de las placas

cromatograficas realizadas.

Tabla 9. Metabolitos secundarios identificados por medio de bandas en la CCF del extracto

etanol-agua de la corteza de E. polystachya.

Flavonoides Flavonoides : :
Terpenos : - AzUcares | Alcaloides
aglicona glicosilados
Extracto etanol-agua de E.
- + + + -
polystachya
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En la placa de flavonoides aglicona (figura 14), se observan bandas amarillas, naranjas y
azules, que indican la presencia de compuestos fendlicos, sin embargo de acuerdo con su
Rf, no se observo la presencia de los controles quercetina ni &cido caféico. En la placa de
flavonoides glicosilados (figura 15), no se observan bandas bien definidas, aunque también
se sugiere la presencia de compuestos fendlicos, sin embargo tampoco se observa la
presencia de los controles rutina ni acido clorogénico. En placa de glicosidos (figura 16) se
observé una mezcla abundante de glicosidos. Finalmente, las placas pertenecientes a
terpenos y alcaloides (figura 13 y 17), dieron un resultado negativo para la presencia de

dichos compuestos.

T

-

Figura 13. CCF placa 1: Terpenos (donde T es timol y EXx el extracto). Sistema de elucion:

hexano/ diclorometano. Revelador: vainillina/ calor.
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Figura 14. CCF placa 2: Flavonoides aglicona (donde Q es quercetina y Ac ¢ es acido

caféico). Sistema de elucion: diclorometano / metanol. Revelador: acido difenilbourinico.

Figura 15. CCF placa 3: Flavonoides glicosilados (donde R es rutina, Ex es extracto, y Ac
Cl es acido clorogénico). Sistema de elucién: acetato de etilo/ &c formico/ &c acético/ agua.

Revelador: acido difenilbourinico.
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Figura 16. CCF placa 4: Azucares (donde Ex es el extracto, Glu es glucosa, S es
sacarosa, Man es manosa y Dex es dextrosa). Sistema de elucion: n-propanol/ agua/ acido
aceético. Revelador: Sulfato cérico/ calor.

Figura 17. CCF placa 5: Alcaloides (en donde Col es colchicina, Ex es extracto, y Q es
qguinina). Sistema de elucion: diclorometano/ metanol/ hidréxido de amonio. Revelador:

reactivo de Dragendorff.
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9. Discusién

En la categoria sin carga de glucosa, se puede observar que el ensayo propuesto por
Masiello 1998 en el cual se basa la induccion del modelo STZ-NA utilizado para este estudio,
es estable y cumple con las caracteristicas de hiperglucemia moderada, dicha estabilidad se
ve evidenciada en el control H al no presentar diferencia significativa en sus valores en
comparacién con su TO, manteniendo sus valores de glucosa plasmatica alrededor de
200mg/dl, ademas de presentar una diferencia significativa en todos sus tiempos respecto
al control N.

Por su parte, el control HGli muestra desde el inicio una tendencia a la disminucién en los
niveles de glucosa que puede entenderse como la liberacion de insulina caracteristica de
este farmaco, al mismo tiempo, se evidencia la funcionalidad de las células  supervivientes
de lainduccion del modelo STZ-NA, sin embargo, no es sino hasta el T60 en el que presenta
una significancia estadistica de su efecto hipoglucemiante. Esto puede interpretarse que es
hasta entonces cuando actla la segunda fase de la secrecién de insulina, la cual resulta mas
sostenida. Por otro lado, el grupo HEx muestra un efecto hipoglucemiante significativo hasta
el T90 y T120, una hipotesis basada en los antecedentes fitoquimicos de la planta es que el
efecto hipoglucemiante del extracto esta dado por la sensibilizacion en tejidos periféricos, lo
cual promueve la captacion de glucosa y se ve reflefado en la disminuciéon de la
concentracion de glucosa plasmatica. Finalmente, al comparar los grupos HGIli e HEXx
respecto al control H se obtuvo en ambos una diferencia significativa a partir del T90 lo cual

refuerza el efecto hipoglucemiante en ambos grupos.

En cuanto a la categoria con carga de glucosa, en el control NG se puede apreciar la
elevacion de la glucosa plasmatica después de su administracion oral, la cual se ve
representada en el pico postprandial que muestra diferencia significativa en los T30 y T60
respecto a su TO; al ser un organismo sano regresa a los valores iniciales de glucosa. En
contraste, el control HG que no es capaz de reestablecer sus niveles basales después del
pico postprandial (a partir del T30) debido a las caracteristicas del modelo STZ-NA en el cual

esta presente una hiperglucemia moderada y deficiencia en la secrecion de insulina.

La repaglinida es un secretagogo de insulina, el cual se caracteriza por presentar una accion
mas rapida en comparacion con la glibenclamida (Lorenzati, et al., 2010), por lo que en el
control HRepG se puede observar el pico postprandial inhibido al no presentarse diferencia

significativa en ninguno de sus tiempos respecto a su TO, sin embargo si se presenta una
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significancia estadistica en todos sus tiempos respecto al control HG. En cuanto al grupo
HEXG se observo un pico hiperglucémico significativo en los T30, T60, T90, sin embargo, en
el T120 reestablece sus valores basales de glucosa. Ademas, a pesar de que en este grupo
si se presentd un pico postprandial, éste se encontrd disminuido al ser significativamente

diferente al que presenta el grupo HG.

Es presumible que el efecto hipoglucemiante del extracto etanol-agua de E. polystachya no
esté dado por una via de sefalizacidén parecida al de la repaglinida, ya que éste farmaco
s6lo actua en presencia de glucosa y como se muestra en las gréficas 1 y 2, los grupos
experimentales con extracto manifiestan un claro efecto hipoglucemiante, el cual no se ve

alterado por la presencia o ausencia de una carga de glucosa oral.

Una hipoétesis es que se ve favorecida la captacion de glucosa en tejidos periféricos al ejercer
un efecto sensibilizador a la insulina sobre ellos, lo que disminuye la concentracion de
glucosa circundante en la sangre. A pesar de ello, no se descarta que el extracto etanol-
agua de E. polystachya pueda promover la secrecion de insulina, ya que se deben medir las

concentraciones de insulina en suero para considerar o descartar esta opcion.

Por otro lado, se observo un claro efecto hipoglucemiante al utilizar como base una dosis
tradicional, sin embargo, se propone realizar pruebas con distintas dosis para determinar si
presenta un efecto dosis-respuesta, ademas de realizar estudios fitoquimicos en los que se
aislen sus componentes para probarlos farmacologicamente y determinar si el efecto

hipoglucemiante esta dado por un compuesto o la sinergia de varios.

En el presente trabajo se realizaron CCF para determinar la presencia o ausencia de

terpenos, glicésidos, flavonoides agliconas, flavonoides glicosilados y alcaloides.

El valor Rf se utilizd como guia al facilitar la comparacién entre la migracion de los
compuestos controles conocidos y los desconocidos del extracto. En cada placa se utilizé
un revelador especifico para el grupo que se deseaba observar. En la placa de CCF de
flavonoides agliconas, se observo la presencia de diversos compuestos fendlicos, teniendo
como antecedentes la presencia de chalconas, isoflavonas, fenil propanoides vy
pterocarpanos aglicona, entre otros, es posible que las bandas observadas en el extracto en
color azul sean fenil propanoides, y en amarillo y naranja (dependiendo de las oxidaciones
gue presente) flavonoides como chalconas e isoflavonas. Sin embargo, no hay evidencia de
gue se encuentren presentes los controles quercetina o acido caféico. En la placa de

flavonoides glicosilados también se observo una gama de compuestos fendlicos, pudiendo

52



ser chalconas e isoflavonas. En ésta placa tampoco es visible la presencia de sus controles
rutina o acido clorogénico. Con ayuda de los controles utilizados y del revelador especifico
para la identificacion de azlcares, fue posible observar la presencia de este grupo en el
extracto. Y finalmente, se obtuvieron resultados negativos para timol como terpeno y quinina
y quercetina como alcaloides.
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10. Conclusiones

El extracto etanol-agua de la corteza de E. polystachya mostr6 un claro efecto
hipoglucemiante el cual se manifiesta administrando o no una carga de glucosa oral. La
hipotesis propuesta es que el extracto actie sensibilizando a los tejidos blanco a la insulina,
lo cual facilitaria la captacion de glucosa y la disminucion en las concentraciones circulantes
de glucosa sanguinea, ademas de un posible mecanismo secundario como secretagogo de
insulina. Para ambos efectos seria necesario realizar estudios con las pruebas necesarias

para dilucidarlo.

Se observo que al utilizar como base para la realizacién del extracto una dosis tradicional, la
concentracion de los compuestos con actividad hipoglucemiante fue suficiente para que ésta

se viera evidenciada.

En las CCF no se observo la presencia de metabolitos tales como terpenos o alcaloides sin
embargo fue posible observar una mezcla abundante de azucares, flavonoides glicosilados
y agliconas, los cuales se sugiere son lo que presentan el efecto farmacoldgico

hipoglucemiante.

Finalmente, este trabajo espera contribuir para la descripcion de la especie E. polystachya

en el aspecto farmacologico y fitoquimico.
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