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[, Introduecion

La Diabetes Mellitus (DM) representa uno de los principales problemas de salud en el

dmbito mundial. Se ha calculado que su prevalencia alcanza alrededor del 6% de la poblacidn
[47].

La DM en los paises en vias de desarrollo, se encuentra dentro de las 10 primeras causas
de muerte; sin embargo, es importante destacar que en la mayoria de los paises industrialmente
desarrollados, la DM como causa de deceso ocupa el tercer lugar, después de las enfermedades
cardiovasculares y oncologicas [48].

Desde el punto de vista clinico se reconocen dos tipos principales de DM: Tipo 1 o
insulino dependiente (DMID) vy Tipo Il o No Insuline Dependiente (DMNID). Se acepta de
manera general, que los cambios metabolicos caracteristicos de la DM pueden evitarse mediante
un adecuado control de la glucemia dado que ésta en los enfermos diabéticos se encuentra alta
como consecuencia de la falta de actividad de la insulina.

El tratamiento de la DM se realiza con base en 4 factores fundamentales:

*,
L

Educacidn del paciente en cuanto a su enfermedad
Ejercicio fisico

Dieta

Medicamentos hipoglucemiantes

a .
e e

e
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Los medicamentos que se usan actualmente son la insulina y los hipoglucemiantes orales
(sulfonilureas y biguanidas); ésta alternativa pertenece a una medicina que pone como requisito
cierto nivel economico de los pacientes y no esta al alcance de la poblacion masiva de los paises
en desarrollo. Segin datos de la Organizacidn Mundial de la Salud (OMS), mas det 70% de la
poblacién mundial tiene que recurrir a la medicina tradicional, es por ello que en el presente
trabajo se pretende evaluar la actividad hipoglucémica de una planta [Colubrina elliptica (Sw.)
Brizicky & Stern] que ha sido utilizada como alternativa en el tratamiento de la Diabetes
Mellitus.

Para ello se pretende evaluar la glucemia antes, durante y al finalizar un tratamiento con
infusion de la corteza de la planta Cofubrina efliptica (Sw.) Brizicky & Stern, ademas de otras
pruebas complementarias para el monitoreo de los pacientes que seran elegidos por su historial
clinico como diabéticos no insulinodependientes,
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1. Fundamentacion del Tema

2.1 Diabetes Mellitus

La Diabetes Mellitus es fa mas comin de las enfermedades metabdlicas graves en los
seres humanos, la primera descripcion de sus sintomas se encuentra en el papiro de Ebers
(Egipto), que data del afio 1500 a. C. En el siglo Il d. C, Areteo de Capadocia la denomino
diabetes, palabra griega que significa “correr a través de un sifon”. En el siglo VI los médicos
hinddes se dieron cuenta que la orina de los diabéticos tenia sabor dulce, pero no fue sino hasta el
siglo XVIII en que el sabor dulce de la orina se identificd como glucosa, afiadiéndose la palabra
mellitus, “sabor a miel”. En el afio de 1889 Minkowski y Von Mering sospecharon que el
pancreas producia y secretaba una sustancia capaz de regular el metabolismo de la glucosa; en
1909 esta sustancia s¢ denomina insulina, y fue hasta 1921 cuando Banting y Best la extrajeron
del pancreas de perro, la cual al ser inyectada en un perro diabético, disminuyd los niveles de
glucosa en sangre [1].

La Diabetes Mellitus (DM) es un trastomo crénico del metabolismo de carbohidratos,
grasas y proteinas, caracterizado en su forma clinica plenamente desarrollada por un déficit
absoluto o relativo de insulina, hiperglucemia en ayunas, glucosuria y una fuerte tendencia a la
aparicidn de aterosclerosis, microangiopatia, nefropatia v neuropatia. La diabetes mellitus se
sitha entre las diez causas principales de muerte en los paises occidentales y, a pesar de los
importantes avances realizados en su control clinico, hasta la fecha no ha sido posible controlar
de forma significativa sus consecuencias letales [2, 3].

Los datos epidemioldgicos indican que la diabetes mellitus se ha convertido en forma muy
rapida en uno de los principales problemas de salud piblica. La prevalencia de la diabetes ha
aumentado durante las dltimas décadas a consecuencia de una mayor longevidad de la poblacion
y al aumento de la obesidad y sedentarismo en muchos grupos sociaies. Se estima que la
prevalencia en menores de 44 anos es del 2.2%, aumenta a 9% de los 45 a 54 afios y llega a 13%
a la edad de 55 a 64 afios,

En Méxice durante la (ltima década ha habido un incremento de la prevalencia y
mortalidad y actualmente ocupa en ciertos grupos de edad la primera causa de mortalidad. Se
estima que la prevalencia es del 8% cuando se incluyen individuos mayores de 15 afios y
aproximadamente 10% cuando se incluyen unicamente los mayores de 30 afios (Basurto AL y
Zarate TA. Comunicacidn personal).

2.1.1 Clasificacion

Desde hace mucho tiempo la diabetes se clasifica con base en rasgos clinicos especificos
{edad de inicio, dependencia de insulina) en dos tipos principales: juvenil y del adulto, aunque en
1979 el National Institutes of Health de los Estados Unidos propuso una nueva clasificacion, ver
Tabla I [2]
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Tabla I. Clasificacién de Diabetes Mellitus [1].

CLASE DENOMINACIONES | FACTORES ASQCIADOS | CARACTERISTICAS
ANTIGUAS CLINICAS
DM insulinodependicnte | Diabetes juvenil Asociada con antigenos|Carencia  absoluta  de
Tipo 1 Diabetes propensa a la|HLA-DR y reacciones|insulina y dependencia de
cetosis autoinmunes. Factores | la insulina inyectada para
Diabetes inestable genéticos  y ambientales | evitar la cetosis y conservar
(viricos) implicados en lafla vida. Comienzo juvenil
etiologia, en la mayoria de los casos,
pero  puede aparecer a
cualquier edad.
DM no insuling | DM del adulte Eliologias multiples. [ Niveles séricos de insulina
dependiente DM del comienzo en la|Implicados factores | normales, clevados o bajos.
Tipa Il madurez genéticos y ambientales. | Comienzo en la mayoria

DM resistente a la cetosis

La resistencia a la insulina
es un factor patogénico
importante. No se asocia
con HLA, virus ni
autoinmumidad

después de los 40 afios,
aunque puedc ocurrir a
cualquier edad Del 60% al
90% de los pacicntes son
obesos.

Otros tipos de DM que
acompaiian a otras causas
identificables

DM sccundaria

1) Enfermedad
pancredtica
Enfermedades
hormonales por ¢j. Enf,
De Cushing

Inducida por farmacos
Anomalias en los
receptores dz2 insuling,
Ciertos sindromes
genéticos,

2)

3
4)

5)

Diabetes Mellitus y rasgos
clinicos asociados.

Mala tolerancia a la glucosa

DM asintomatica
Diabcetes quimica
Diabetes latente

Leve intolerancia a la
glucosa. La mayoria
permanece en este  grupo
durante afios o recuperan la
tolerancia normal a la
glucosa.

El test de tolerancia a la

glucosa (GTT) muestra
valores intermedics entre
los nomales y los
diabéticos.

Diabetes de la gestacion

Diabetes de 1a gestacidn

Intolerancia a la glucosa
que se origina y diagnostica
¢n ¢l embarazo.

Riesgo de evolucidn hacia
diabetes.
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En los individuos portadores de genes diabetogénicos, diversos factores ambientales como
¢l peso corporal, embarazo, agentes infecciosos y hormonas modifican de forma significativa el
riesgo de padecer la enfermedad [2].

2. 1.2 Etiologia y patologia

El pancreas estd compuesto por cerca de un millén de unidades celulares microscopicas
(los Islotes de Langerhans) y algunas células dispersas en el interior de los pequefios conductos
pancreaticos. En el adulto, los islotes miden de 50 a 250 pun y estan constituidos por cuatro tipos
celulares distintos: células B (beta), a (alfaj, S (deita) y PP (de polipéptido pancredtico}, que
constituyen aproximadamente el 70%, 20%, 5% al 10% y 1% al 2% respectivamente, de la
poblacion celular de los islotes. Se pueden diferenciar por sus propiedades tintoriales con
diversos colorantes, la morfologia ultraestructural de sus granulos y (lo més importante) por su
contenide hormonal,

Las Células B (beta) producen insulina, las células « (alfa) segregan glucagon, las céluias
& (delta) contienen somatostatina y las céfulas PP tienen un significado fisiologico desconocido
en el hombre [2, 3].

La DMID se debe a la falta de produccion de insulina por pante de las células B de los
islotes de Langerhans del pancreas. Se considera que en la mayoria de los casos existe una
predisposicion genética a la lesion de las células B, la cual probablemente sea causada por una
infeccidn viral o reacciones autoinmunes  En el momento del diagndstico se detectan anticuerpos
anticélulas insulares en alrededor del 75% de los individuos con DMID. Cerca de un tercio de
los pacientes presenta remisién que dura algunas semanas o meses, seguido por una recaida,

En la DMNID la concentracion insulinica basal puede ser baja, normal o alta. La
liberacién de insulina en respuesta a una carga de glucosa suele retrasarse o reducirse, pero a
veces existe una respuesta insulinica enérgica. El defecto que determina {a intolerancia a la
glucosa es una resistencia a la hormona; esto puede deberse a una disminucion de los receptores
insulinicos en las células efectoras, o a una disminucion de la afinidad de los receptores por la
hormona o a una alteracion mas alla del receptor en la via fisiologica. La DMNID suele
asociarse con obesidad; alrededor del 80% de los pacientes con DMNID tienen un pese que
supera en 25% al ideal [4].

2. 1.3 Manifestaciones clinicas

En la DMID no diagnosticada o controlada en forma inadecuada, la falta de insulina
provoca hiperglucemia, pérdida de proteinas y produccion de cuerpos cetdnicos (aceto-acetato,
beta-hidroxibutirato y acetona). La hiperglucemia determina glucosuria y diuresis osmética, la
cual a su vez es causa de hiperosmolaridad y deshidratacion, El resultado final es la cetoacidosis
diabética, €l coma hiperosmolar o una combinacidn de ambos. Los sintomas acompaiiados son:
polidipsia, poliuria y polifagia, disminucidn ponderal, lasitud, parestesias, calambres de los
miembros y vision borrosa recurrente debido a una alteracion de la osmolaridad del cristaline.
La falta de tratamiento puede dar lugar a la aparicion de nauseas, vomitos, estupor, coma y
muerte.
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Los sintomas agudos de ia DMNID suelen ser leves y en ocasiones el diagndstico se basa
solo sobre los hallazgos del taboratorio. Los pacientes con DMNID no desarrollan cetoacidosis,
aunque en algunos casos pueden llegar al coma hiperglucémico hiperosmolar no cetdsico.

Existen muchas complicaciones a largo plazo, las cuales tipicamente demoran 10-15 afios
en aparecer. Las membranas basales, los vasos pequefios, las arterias, el pancreas, los rifiones, la
retina y los nervios periféricos sufren diversas alteraciones patolégicas. En los capileres, los
tabulos renales, la capsula de Bowman y los nervios periféricos se produce un engrosamiento de
la membrana basal (EMB) y esto es la causa primaria de la microangiopatia. La aterosclerosis es
mucho mas frecuente en los diabéticos que en los no diabéticos. Los primeros corren un riesgo
cincoe veces mayor de padecer aterosclerosis coronaria importante o infarto de miocardio.

Las alteraciones pancreaticas varian; en la DMID suele comprobarse una reduccion en el
tamafio y nimero de islotes, desgranulacion de las células beta y, con el tiempo, reemplazo
insular hialino. La microangiopatia y el EMB producen lesiones renales graves, alrededor del
40% de los diabéticos insulinodependientes mueren por insuficiencia renal aguda debida a
glomeruloesclerosis, piclonefritis, arteriosclerosis, acumulacion de glucdgeno o degeneracion
grasa. La retinopatia diabética es una causa importante de amaurosis, comienza como una
retinopatia no proliferativa caracterizada por microaneurismas de los capilares retinianos y puede
evolucionar hacia una retinopatia proliferativa caracterizada por neovascularizacion y fibrosis.
Es comun la neuropatia periférica simétrica de los nervios moteres y sensitivos de las
extremidades inferiores; se debe a la degeneracion de la mielina, que también puede ocurrir en el
sistema nervioso central. Las lesiones cutdneas como los xantomas diabéticos también son
frecuentes [5].

2.1.4 Pruebas de laboratorio

El diagnostico de DM se basa sobre el hallazgo de una concentracion sanguinea de
glucosa en ayunas elevada y/o por un valor posprandial de glucemia elevado en una prueba de
tolerancia a la glucosa después de 2 horas de la ingesta. Los criterios actuales para el diagnostico
de la DM en nifios o adultos (excluyendo a las embarazadas) son una glucemia en ayunas elevada
en mas de una ocasion (glucosa plasmatica > 140 mg/dl) o una prueba de tolerancia a la glucosa
anormal en mas de una oportunidad. La glucosa plasmatica puede ser un 15% menor que la
sérica. La carga de glucosa oral en la prueba ha sido estandarizada en 75 g para los adultos y
1.75 g/kg. de peso corporal ideal (maxime: 75 g) para los nifios. Los valores de glucosa a las 2
horas de una carga oral pueden aumentar con la edad después de los 50 afios.

En general, una concentracion plasmatica de glucosa superior a los 200 mg/di es
diagnostica de diabetes mellitus en los individuos normales y valores de >200 mg/d] en la
primera hora son compatibles con un diagnostico de DM, pero pueden aparecer en otras
patologias no diabéticas.

Una prueba de laboratorio empleada en la evaluacion de la hiperghucemia es la
determinacion de la hemoglobina A, la cual da una aproximacion de la glucemia promedio para
el mes que antecede al andlisis. La insulina y el péptido C, segregados en la circulacién en una
relacion 11 molar, son ambos cuantificables mediante radioinmunoensayo. El

h
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radioinmunoensayo insulinico puede resultar de valor en la diferenciacién entre una forma
insulinopénica y otra insulinopletérica de fa DM. La determinacion también es 0til para
diferenciar las diversas causas de hipoglucemia. Los pacientes que han recibido insulina exogena
desarrollan anticuerpos antiinsulinicos pero no contra el péptido C. Por consiguiente, el
radioinmunoensayo insulinico no puede ser empleado para cuantificar la concentracién de
insulina en pacientes gue han recibido previamente Ia hormona en forma terapéutica; no obstante,
en su lugar puede utilizarse en radioinmunoensayo de péptido C como indicador de secrecion
insulinica [5,6].

2.2 Tratamiento de Ia Diabetes Mellitus

Todos los tratamientos intentan corregir la hiperglucemia mediante programas de
nutricion y ejercicio junto con la administracién de hipoglucemiantes orales o insulina, segun sea
¢l caso. El objetivo minimo es establecer v mantener ¢l grado de conirol metabdlico necesario
para la supervivencia, la abolicion de los sintomas y evitar complicaciones agudas tales como la
cetoacidosisis o hipoglucemia [7].

En las personas sanas, la cantidad de insulina liberada se adapta “automaticamente” a la
ingesta de carbohidratos y a la concentracion de glucosa en sangre. El principal y mas importante
estimulo de ésta liberacion es el aumento en la concentracion de glucosa sérica  La ingesta de
alimentos y la actividad corporal (aumento de la liegada de glucosa a los misculos, disminucion
de las necesidades de insulina) discurren paralelas a las modificaciones correspondientes de la
increcidn de insulina.

En el diabético se podria en principto administrar insulina, tal como se libera en una
persona sana: inyectar en cada comida principal insulina normal por via subcutanea y después
insulina de liberacion retardada para evitar la falta de insulina durante la noche; adaptacion de la
dosis a las diferentes necesidades. Este método de tratamiento exige un paciente bien informado.
capacitado y en disposicion de colaborar. Con frecuencia es necesaria una rigurosa regulacion.
por ejemplo, con una inyeccién de insulina en combinacion por la manana v con una dosis
constante por la noche.

Con objeto de evitar una hipo e hiperglucemia, la ingesta de carbohidratos con la
alimentacion debe adaptarse a la evolucidn de la excrecion de insulina de los depbsitos
subcutaneos. La alimentacion (50% de las necesidades caldricas como carbohidratos, 30% como
grasas y 20% como proteinas) debe distribuirse en pequefias comidas a lo largo del dia, para
conseguir una ingesta regular de carbohidratos: comidas intercaladas y una cena tarde antes de ir
a dormir. Deben evitarse los carbohidratos de absorcién rapida (golosinas, dulces) y sustituirse
por los de lenta metabolizacién [6]

Los agentes hipoglucemiantes orales son solo efectivos en los pacientes con DMNID a
los que les queda cierta funcidn pancredtica. Si la hiperglucemia no estd cotrectamente
controlada cuando los hipoglucemiantes orales son prescritos por primera vez, se habla de fracaso
primario del tratamiento. Algunos fallos secundarios son debidos al incumplimiento del plan
nutricional, aunque existen ejemplos de verdadero fracaso de las drogas 8],

&
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2.2.1 Agentes hipoglucemiantes

A diferencia de los estudios sistematicos que llevaron al aislamiento de la insulina, las
sulfonilureas fireron descubiertas en forma accidental. En 1942 se observd que algunas
sulfonamidas causaban hipoglucemia en animales de experimentacion. Estas observaciones se
extendieron rapidamente y la 1-butil-3-sulfonilurea (carbutamida) fue la primera sulfonilurea
clinicamente 1til para el tratamiento de la diabetes, Posteriormente, este compuesto se dejo de
usar a causa de los efectos adversos sobre la médula ésea, pero condujo al desarrollo de toda la
clase sulfonilureas. Los ensayos clinicos con tolbutamida, el primer miembro ampliamente usado
en este grupo, fueron los realizados con pacientes diabéticos de tipo Il a comienzos de la década
de 1950; desde ese momento se han empleado en todo el mundo unos 20 agentes diferentes de
esta clase.

Poco después de la introduccion de las sulfonilureas, se descubri¢ una segunda clase de
cormpuestos hipoglucemiantes orales, las biguanidas. Sin embargo, la fenformina, el primer
agente de este grupo, fue retirado del comercio en los E.U. por una mayor frecuencia de acidosis
lactica asociada con su empleo [8, 9].

2.2.1.1 Sulfonilureas

Las sulfonilureas se dividen tradicionalmente en dos grupos o generaciones de
compuestos. Todos los miembros de esta clase de agentes son arilsulfonilureas sustituidas.
Difieren por el sustituyente en la posiciéon para del ciclo bencénico y en un residuo nitrogenado
de la fraccién urea. El primer grupo de sulfonilureas incluye tolbutamida, acetohexamida,
tolazamida y clorpropamida.  Luego surgidé una segunda generacidn de sulfonilureas
hipoglucemiantes (gliburida {glibenclamida}, glipizida y glicazida) que son muche mas potentes
que los agentes anteriores [9-12].

2.2.1.2 Mecanismo de accion

Las sulfonilureas causan hipoglucemia por estimulacion de la liberacién de insulina por
las células B del pancreas y el aumento de la sensibilidad de los tejidos periféricos a esta
hormona. El efecto predominante se ejerce sobre la secrecion de insulina; las sulfonilureas
estimulan la liberacion de insulina por el pancreas perfundido aislado, por las células de islotes
aislados y peor las células de insulinomas en cultivo,

Los farmacos son ineficaces en animales o pacientes pancreatectomizades y en pacientes
diabéticos que no poseen insulina endégena. Cuando se administran por via endogena, ejercen su
efecto principal sobre la primera fase de la secrecién de insulina; sin embargo, estos agentes
también son efectivos para estimular la secrecion de insulina durante una comida [9-12].

2.2, 1.3 Reacciones adversas
Los efectos adversos de las sulfonilureas son poco frecuentes y se observan en alrededor

del 4% de los pacientes que toman los compuestos de primera generacion y en una proporcion
algo menor de aquellos tratados con los de segunda generacion. Las sulfonilureas pueden causar
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reacciones hipoglucémicas, nauseas, vomitos, ictericia colestasica, agranulocitosis, anemia
aplasica y hemolitica, reacciones de hipersensibilidad generalizadas, reacciones dermatologicas y
coma.

Un problema importante ain no resuelto es determinar si el tratamiento con sulfonilureas
estd asociado con una mayor mortalidad cardiovascular [9-12].

2.2.1.4 Uso terapéutico

Las sulfonilureas se emplean para el control de la hiperglucemia en diabéticos de tipo 1l
que no logran un control apropiade mediante la modificacion de la dieta. Los pacientes con
diabetes de tipo I que son controlados con dosis relativamente bajas de insulina (menos de 40
U/dia) tienen mayor probabilidad de responder a las sulfonilureas, asi como los obesos y/o
mayores de 40 afios de edad. La diabetes de tipo I, el embarazo, la lactancia y la insuficiencia
hepitica o renal constituyen contraindicaciones para el use de estos agentes [9-12].

2.2.2 Biguanidas

Las biguanidas disminuyen la glucemia produciendo efectos de tipe insulina en diversos
tejidos. Suprimen la gluconeogénesis hepatica, estimulan la glucolisis e inhiben la absorcion de
glucosa en el intestino. Si bien las biguanidas no tienen ningin efecto sobre la funcion de las
células B, son activas sdlo en pacientes con cierta secrecion de insulina endogena. No son

efectivas en combinaciones con insulina, pero a menude se emplean junto con sulfonilureas
[9,12]

2.3 Como evaluar a un paciente diabético

A diferencia de otros sindromes cronicos, la diabetes mellitus puede ser detectada y
controlada a tiempo [5]. El control de estos pacientes es llevado a cabo dependiendo de la
clasificacion y severidad de la enfermedad.

La mayoria de los diabéticos de tipo 1 son reconocidos como tales cuando se les atiende
para emergencias con una cetoacidosis diabética o cuando desarrollan poliuria, polidipsia ©
polifagia, usualmente acompafiada por pérdida de peso. El diagnostico requiere mediciones
exactas de glucosa en sangre, pH, acido acetoacético, -hidroxibutirato, cetonas y electrolitos.

Los diabéticos tipo Il también pueden ser identificados inicialmente con los sintomas
clinicos de un diabético tipo [ recientemente conocido. En estos casos una glucosuria elevada y
una glucosa sanguinea en ayunas elevada seran suficientes para establecer ¢l diagnostico. Sin
embargo, muchos diabéticos tipo I con hiperglucemia y sintomas clinicos leves pueden requerir
estudios de laboratorio mas extensos para un diagndstico definitivo. Muy a menudo el
diagnéstico se realiza en forma secundaria al tratamiento de otro problema, como el seguimiento
de una glucosa elevada en muestras tomadas en ayunas o al azar, o por la presencia de glucosuria
(5, 45].
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2.3.1 Vigilancia

El proposito del tratamiento de un diabético es el mantenimiento de un nivel de glucosa
tan normal como sea posible, sin correr el riesgo de una hipoglucemia severa. Asi, la vigilancia
realizada consiste en ¢l seguimiento de los niveles de glucosa en sangre para detectar evidencias
de hiperglucemia o de hipoglucemia. Una prueba auxiliar importante es la medicién de proteinas
glucosiladas, como la hemoglobina glucosilada [3, 8].

2.4 Hemoglobina y reaccion de glucosilacion

La hemoglobina (Hb) es una proteina oligomérica que esta formada por 2 cadenas o (141
restos) y 2 cadenas §§ (146 restos), a cada una de las cuales se halla unido un resto hemo mediante
enlace no covalente, es el componente principal de los gldbulos rojos y lieva a cabo el transporte
de oxigeno de los pulmones a los tejidos periféricos y €l CO; de los tejidos periféricos de regreso
a los pulmones [$-111.

En la especie humana existen genes para producir varias subunidades de hemoglobina
diferentes que se expresan en los diversos momentos del desarrollo [13].

En las etapas del desarrollo normal los valores de hemoglobina son diferentes. En el
nacimiento y poces meses después de este, alrededor del 60% de la hemoglobina es fetal (HbF),
50% es hemoglobina A (HbA) y el resto es hemoglobina A2 (HbA2) Durante la adolescencia
esta distribucion cambia permanentemente, el 97% es HbA, el 2% es Hb A2 y 1% es HbF [13-
15}.

De las 3 hemoglobinas que tiene el adulto, se encuentra una fraccion derivada de ia Al
que se caracteriza por no estar controlada genéticamente, sino que es un producto de interaccion
de la glucosa sanguinea con la hemoglobina de los eritrocitos; es decir, cuando hay un exceso de
glucosa en la sangre parte de ella se le adhiere a los eritrocitos con una cantidad que esta en
relacion directa con la concentracion sanguinea de la glucosa y con el tiempo de exposicidon
durante toda la vida del eritrocito, a ésta reaccion se le llama glucosilacion [14],

Las hemoglobinas glucosiladas fueron descubiertas por Allen y cols [16-18] en 1958
cuando en cromatografia de intercambio ionico eluyeron 3 fracciones menores por delante de la
HbA que fueron designadas como HbAla, HbAlb, HbAlc.

La reaccion entre glucosa y hemoglobina A es un ejemplo de glucosilacidn no enzimatica,
la cual es lenta, continua ¢ irreversible. El eritrocito humano es libremente permeable a la
glucosa y dentro de cada eritrocito la hemoglobina glucosilada se forma a partir de HbA [16].

El término de ‘“hemoglobina glicatada™ (Hb() se refiere a una serie de componentes
menores de la hemoglobina que fueron formados por la unién de la hemoglobina y varios
azicares. Los componentes menores de la hemoglobina fueron reconocidos inicialmente porque
algunos de ellos mostraron diferencias en su carga eléctrica y por ello fueron llamadas
“hemoglobinas rapidas” va que en el corrimiento cromatografico y electroforético se descubrio
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que 2 componentes menores se desplazaban més rapidamente que la hemoglobina y fueron
identificados como una fraccion menor que migré rapidamente (Hb Al) y una fraccion mayor
que migrd lentamente (HbAo), ambas migraron hacia el catodo [15-21].

La Hb Alc es formada lenta y continuamente en los 120 dias de vida del eritrocito normal
humano. La Hb Alc es el producto de la lenta condensacion de un aldehido (glucosa) con el
amino terminal de la cadena B de la hemoglobina. Esta hemoglobina resulta de un proceso no
enzimatico en el que una hexosa ataca el grupo amino terminal de la cadena B de la hemoglobina
formandose una base de Schiff Esta unién da un compuesto estable v reversible que puede dar
origen a una cetoamina. El proceso depende del pH y de la concentracion de glucosa en sangre
presente. La glucosa también se une de la misma forma a otros sitios de la molécula de
hemoglobina como en el grupo amino terminal de la cadena o y de ciertos residuos de lisina.
Pequefias cantidades de hemoglobina cargada negativamente (HbAlal y HbAla2) se forman por
el ataque de azicar al grupo amino terminal de la cadena B [18-21].

Algunos autores proponen que la reaccién ocurre en 3 etapas, en la Gltima hay un cambio
conformacional favorable al pH sanguineo:

B-NH2 + CH;;06 T ®CeH;;05-N-p ———» C¢Hy05-N,Hp

1 2
GLUCOSA ALDIMINA CETOAMINA
(BASE DE SCHIFF)
—b ;
HbA < pre Alc HbAlc
RAPIDO LENTO

La modificacion postranslacional de la proteina da lugar a varias subespecies de la HbA
tales como: HbAla que comprende el 1.6%, la HbAlb con 0.8% y la mas abundante HbAlc con
4,0% del total de 1a HbA1 {14, 22-28].

La hemoglobina glicatada (HbG) es utilizada con mayor frecuencia para monitorear a
large plazo el contro! de la glucemia en diabetes mellitus. La prueba provee un indice exacto de
la concentracion media de glucemia durante dos a tres meses antericres complementando asi las
pruebas tradicionales para el control de glucosa como son las pruebas de glucosa en orina y
sangre [29-34, 45].

2.5 Amilasa pancredtica

Histaricamente el diagnostico clinico de las enfermedades del pancreas ha sido muy
dificil de establecer. Frecuentemente la pancreatitis o el cancer pancreatico se diagnostican en
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operacion o por necropsia, 0 bien en pacientes en los cuales la enfermedad esta muy avanzada y
que tienen los hallazgos clinicos caracteristicos.

La secrecion exdcrina del pancreas esta constituida principalmente de enzimas, agua y
electrolitos. Las enzimas principales son: amiloliticas (amilasa), lipoliticas, (lipasa y lecitinasa
A} y proteoliticas. Las enzimas pancredticas se producen en las células acinares, mientras que el
agua y los electrolitos son secretados por las células centroacinares o ductales.

Dentro de las pruebas que miden las enzimas pancreaticas en los liquidos corporales se
encuentran la determinacion de amilasa sérica. Esta enzima generalmente se eleva en las formas
agudas de pancreatitis pero se eleva también en otros padecimientos, como en una enfermedad
pancreética asociada a una Diabetes Mellitus secundaria [1].

2.6 Agentes hipoglucemiantes naturales
2.6.1 Plantas usadas como hipoglucemiantes en el extranjero

Debido al gran numero de estudios etnobotinicos existentes, resulta difictl precisar la
cantidad de especies medicinales usadas en el munde empiricamente en el control de la diabetes
mellitus; sin embargo, se puede estimar que su niimero es superior a 800 (ver Anexo Ij [39],
aunque existen algunas plantas que han sido utilizadas como hipoglucemiantes que realmente no
tienen ningun efecto hipoglucémico, en éste caso, la reduccion de la glucemia puede ser
explicada por una dieta baja en carbohidratos y un incremento en la actividad fisica del paciente
diabético [50].

Con el reciente interés mostrado por la OMS en la practica de la medicinal tradicional, se
logré motivar la realizacion de estudios dirigidos a la validacion experimental de la accién
hipoglucemiante de algunas de estas plantas. Hasta la fecha, se han realizado estudios de este
tipo en casi la mitad de las plantas registradas etnobotanicamente. Las plantas que ya han sido
estudiadas se pueden agrupar segin los tipos de estudios realizados en ellas en tres categorias
principales:

1) Plantas hipoglucemiantes a partir de las cuales se ha logrado caracterizar parcial o
totalmente un agente hipoglucemiante potencial (sin evaluacién clinica).

2) Plantas cuyo efecto hipoglucémico se ha podido demostrar en diferentes modelos
animales y/o en el hombre pero cuyos principios activos no han sido purificados. De las
mis de 200 plantas cuyo uso popular ha sido validado cientificamente, solo en
aproximadamente el 10% se han efectuado investigaciones clinicas, v salvo contadas
excepciones en las que se han realizado estudios cronicos, la mayoria de las plantas
estudiadas se han evaluado en modelos experimentales agudos.

3) Plantas que al evaluarse en diferentes animales de laboratorio no mostraron efectos
importantes.

En casi todos los trabajos efectuados con plantas hipoglucemiantes se hace notoria la
necesidad de realizar estudios etnobotanicos para entender las interpretaciones populares acerca
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de la DM, sus sintomas y sus complicaciones, con la finalidad de conocer en qué casos se
prescribe una determinada planta. Algunas plantas se utilizan para combatir los sintomas
principales de la enfermedad, mientras que otras se usan mas bien para combatir las
complicaciones erdnicas de la misma [36,37,39).

2.6.2 Plantas usadas como hipoglucemiantes en México

Con base en los resultados obtenidos de los estudios etnobotanicos de campo y mercado
de las 800 especies registradas mundialmente como hipoglucemiantes, alrededor de los 18.75%

ha surgido como resultado de las investigaciones etnoboténicas realizadas en México (ver Anexo
11 y II1).

Si a esta cantidad le sumamos las especies usadas como hipoglucemiantes en otros paises
pero que pueden encontrarse con relativa facilidad en nuestro pais, tendriamos que el nimero de
plantas hipoglucemiantes potencialmente Utiles que pueden investigarse en México es muy
superior a 150. Sin embargo, a pesar de que estas plantas representan una alternativa viable, al
alcance de la mayoria de la poblacidn mexicana para el control de la DM y que representan una
fuente potencial de materia prima para la obtencion de nuevos farmacos hipoglucemiantes orales,
su investigacion experimental y clinica es apenas reciente [33,39].

Aunque son innegables los éxitos tenidos en la investigacion y control del paciente
diabético, ain quedan muchos problemas por resolver, como son Jos relacionados con la
administracién y dosificacién correcta de la insulina y de los hipoglucemiantes orales, Las fallas
en la dosificacion de estos medicamentos llevan a un mal control de la glucemia y al desarrollo
temprano de complicaciones graves, El problema de la dosificacion de la insulina se ha tratado
de resolver con ayuda del transplante de pancreas, injerto de islotes pancreaticos y mediante
implantacion de bombas de infusion de insulina o “pancreas artificial”, no obstante los dos
primeros no han podide superar las barreras de histocompatibilidad que llevan, casi
invariablemente al rechazo de injerto, y con el “pancreas artificial”, aGn no se logran superar
algunos aspectos técnicos. ;

Las alternativas mencionadas pertenecen a una medicina que pone como requisito cierto
nivel econdmico de los pacientes, y no estan al alcance de la poblacion masiva de los paises en
desarroilo. Segun datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), mas del 70% de la
poblacion mundial tiene que recurrir a la medicina tradicional como tnica alternativa a su alcance
para resolver sus principales problemas de salud. Esto ha motivado la realizacion de estudios
experimentales y clinicos encaminados a la validacion cientifica de las propiedades medicinales
que la poblacion atribuye a muchas plantas. Puesto que muchos farmacos de origen vegetal
fueron el resultado del estudio cientifico de plantas cuyas propiedades medicinales eran bien
conocidas en [a herbolaria, se puede inferir que esta forma es una via apropiada para el
descubrimiento de nuevos medicamentos [36,37,38,39,50,51].

El reino vegetal representa una importante fuente de moléculas. Cabe destacar que
solamente una pequefia parte de las 400,000 a 500,000 especies identificadas en el mundo, ha
estado sujeta a una investigacion bioquimica y de esta parte, es ain menor la que ha sido
sometida a estudios bioldgicos o farmacologicos. Sin embargo, la rapida desaparicion de los
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bosques tropicales y otras areas biologicamente importantes, ha agotado una bisqueda
exhaustiva, por lo que se ha hecho necesario obtener nuevos métodos que permitan un
aislamiento rapido e identificacion de productos naturates bioactivos [40].

El proceso de estudio de una planta es una actividad multidisciplinaria en farmacognosia,
farmacologia, quimica, biologia y toxicologia; entre los pasos a seguir se encuentran:
%+ Seleccion, recoleccidn, identificacion botanica y preparacion del material a estudiar.
< Determinacion de la actividad biologica y farmacolégica de los extractos.
*» Separacion cromatografica de los compuestos y purificacion.
¢ Determinacién de la estructura por medio de métodos espectroscopicos y espectrométricos
como el, Ultra Violeta, Infrarrojo, Resonancia Magnética Nuclear y Espectroscopia de Masas.
¢ Andlisis y perfil farmacologico de los compuestos puros y pruebas toxicologicas.

¢ Sintesis y preparacion de derivados para la determinacién de la relacion estructura-actividad.

La bisqueda quimica de los extractos crudos de las plantas ha permitido al paso del tiempo, la
localizacion de miles de sustancias con diversas propiedades biologicas; sin embargo, se ha
tomado especial interés por el estudio de ciertas familias que han demostrado poseer esta peculiar
importante caracteristica, tal es el caso de la familia Rhamnaceae,

2.7 Familia Rhamnaceae

Son arbustos o arboles, a veces trepadores o plantas herbaceas, hermafroditas, divicos o
poligamodioicos, hojas alternas u opuestas, simples; flores frecuentemente en cimas axilares o
umbelas, también en espigas, paniculas o racimos, hermafroditas 0 a veces unisexuales,
actinomorfas y pequeiias, verdes o amarillentas, tetrimeras o pentdmeras (muy raramente
hexameras), con una copa floral hemisférica ¢ campanulada; sépalos 4 ¢ 5, triangulares; pétalos
(algunas veces ausentes) del mismo numero de los sépalos, libres; estambres 4 0 5, opuestos a
los pétalos, periginos, las anteras, con dehiscencia longitudinal, disco usualmente presente,
carnoso, grueso o delgado, de forma anular y rara vez adherido al ovario; ovario sipero, semi-
infero o infero, sésil, con 2 a 3 (raramente 1, 4 & 5) loculos, la placentacién basal, con 1
(raramente 2) ovulo por cada loculo; estilos 1 © 2, por lo general cortos, estigmas 1 a $, fruto
capsular o drupaceo, con 1 a 3 {a 5) pirenos dehiscentes o indehiscentes; semillas con un embrion
grande.

La familia comprende unos 44 géneros alrededor de 850 especies presentandose tanto en
regiones templadas como tropicales de ambos hemisferios. Se conocen 11 géneros para México.
Desde el punto de vista econdmicos algunas Rhamnaceas son importantes por su valor
ornamental, medicinal o de indole industrial, Los frutos de algunas especies son comestibles,
aunque también los hay venenosos. [41,42].

2.7.1 El Género Colubrina

Son arboles o arbustos, perennifolios o de hoja decidua, erectos, raramente trepadores,
algunos espinosos; hojas alternas, pecioladas, frecuentemente con pequefias glandulas esféricas
esparcidas sobre el envés y algunas veces con 16 2 glandulas cerca de la base de la lamina,
margen entero, crenado, dentado o serrado, nervacién pinnada o con 3 nervaduras principales
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desde la base, membranaceas o subcoriaceas; inflorescencias cimosas o en forma de pequefios
tirsos, raramente las flores solitarias; flores verdosas o amarillentas, pequefias, usualmente
pentameras, hermafroditas, periginas; caliz con los lobulos triangular-ovados, conspicuamente
carinados, de 1 a 3 mm de largo; pétales cuculados y unguiculados, de 1 a 3 mm de largo;
estambres del mismo largo o mas cortos que los pétalos, anteras ovadas; disco abultado,
nectarifero, verdoso, acrescente y adnado a la parte media inferior de la copa floral, en fruto
formando una cipula; ovario semi-infero, trilocular, con un Owvulo en cada loculo, estilo 3-
lobado, estigmas obtusos; fruto en forma de cépsula, subloboso, por lo comiln dehiscente en la
madurez; semillas pardas o negras, fuertemente convexas en el dorso, lisas y brillantes, con
endospermo escaso.

Existen cerca de 30 especies de Colubrina distribuidas en las regiones tropicales y
subtropicales de América y Asia. Para el area de estudio se conocen cinco: Colubrina wriffora,
Colubrina ehrenbergii, Colubrina macrocarpa, Colubrina greggii y nuestra especie de interés
Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern [42].

2.7.2 Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern

Para llegar a la conclusion de que la planta “PAX"™ es Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky
& Stern se llevo a cabo la identificacién botanica por la M. en C. Abigail Aguilar Contreras (Jefa
del Herbario Medicinal del Instituto Mexicano del Seguro Sacial en el Centro Médico Nacional
Siglo XXI) y su equipo de botanicos. Esta investigacién duré alrededor de 1 afio, tiempo en ¢l
cual se requirio de muestras de la planta con su fruto en las diversas estaciones del afio.

El ejemplar de herbario de Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern quedd registrado
con el nimero 13504 del Herbario IMSSM.

Cabe mencionar que la planta “Palo de Arco” aungque tiene el mismo nombre popular no
se refiere a la planta “Tronadora™ (Fecoma stans) ya que esta pertenece a [a familia
Bignoniaceae [39, 51

Colubrina clliptica (Sw.) Brizicky & Slein conocida también como “Amole o palo de
Amole”, “Sacna-ché”, “Palo de Arco™ y “PAX” es un arbusto o arbol de 2 a 6 y hasta 18 m de
alto con el tronco de hasta 1.2 m de diametro;, ramas delgadas, internodos de 3 a 60 mm de
longitud; hojas alternas, estipulas subuladas, de 2 a 3 mm de longitud, caedizas, peciolos de 5 a
25 mm de longitud, de 0.5 a 1 mm de grosor, liminas ovado-elipticas, ovadas, obovadas a
raramente casi lanceoladas, de 2.5 a 12 ¢m de longitud ¥ 1.5 a 4.3 y hasta 5.3 cm de ancho, 4pice
agudo a acuminado, raramente redondeado, base redondeada o ampliamente cuneada, margen
entero pero en cada lado a 1 a 10 mm de la base con una glandula marginal, nervacioén pinnada
con 5 a 9 venas secundarias, haz glabro, envés con una pubescencia muy fina ¢ glabarado;
inflorescencias a manera de tirsos con 8 a 20 flores, de 10 a 15 mm de longitud, pedinculos de 1
a 7 mm de longitud, pedicelos de 2 a 4 mm de longitud, alargandose en los frutos hasta 8 a 15
mm de longitud; sépalos reflexos en la antesis; estilo trifido; frute de 6 a 7 mm de longitud, casi
esférico o ligeramente oblato, la cipula cerca de un cuarto o un tercio de su longitud,
ligeramente tricoco, pardo o pardo-rojizo, pronto dehiscente; semillas de 4 a 5 mm de lengitud,
de 2.8 a 4 mm de ancho, obovadas, cafés oscuras, lustrosas, pared maés bien delgada, cotiledones
y endosperme casi del mismo espesor.
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C. efliptica (Sw.) Brizicky & Stemn forma parte de algunos matorrales xerofilos y del
bosque tropical caducifolio, donde suele habitar sobre empinadas laderas de cerros que a menudo
son calizos. Altura de 250-2100m. Florece de junio a agosto. La flor es muy pequefia de color
blanco amariliento, el fruto es redondo de aproximadamente 0.5 cm de diametro, pasando del
color verde claro a verde oscuro al madurar. La madera es de color amarillo, pesada y muy
fuerte; las hojas v la madera se ponen en agua para producir un colorante amarillo; el arbol es
usado en Yucatin como remedio contra la sarna.

Se encuentra en Tamaulipas, San Luis Potosi, Guanajuato, Querétaro, Hidalgo,
Michoacén, Puebla, Oaxaca, Chiapas, Yucatén, Centroamérica y Sudamérica [41, 42].

Figura 1. Distribucién geogrifica conocida de Colubrina elliptica (Sw) Brizicky & Stern en
¢l Bajio y zonas adyacentes.
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2.7.3 C. elliptica (Sw.) Brizicky & Stern y la medicina tradicional

El empleo de plantas en nuestra dieta diaria produce un balance de nutrimentos que es de
gran utilidad para mantener el buen estado de nuestro organismo. Entre la gama de plantas
empleadas con esto fines existen algunas que ademés de considerarse como alimento, son
también empleadas como medicinales.

Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern ha sido empleada en el tratamiento de diversos
padecimientos, principalmente para tratar la diabetes, para el recargo de estomago, como remedio
contra la sarna y para Glceras gastricas.

2.7.4 Prueba de seguridad de Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern

Muches de los productos naturales aislados desde tiempo atrds hasta nuestros dias han
permanecido sin ser sometidos & ensayos biologicos. En lz actualidad es necesario disponer de
pruebas variadas para la determinacién de un amplio espectro de actividades farmacologicas de
una substancia; sin embargo, es importante tomar en cuenta que muchas de las especies vegetales
que pueden poseer alguna actividad son tdxicas a elevadas dosis, por lo que también es necesario
el disponer de otros ensayos que permitan conocer la toxicidad de un extracto en particular,

La FDA (Food and Drugs Administration), establece que aquellos agentes con actividad
terapéutica, deber ser evaluados a través de diversos estudios preclinicos, con la finalidad de que
su empleo en humanos sea confiable. La prueba de seguridad ha servido a ia Industria
Farmacéutica para evaluar los medicamentos que contienen principios activos potencialmente
toxicos. La prueba biolégica recomendada en estos casos se llama prueba de seguridad y se
realiza en ratones macho adultos jovenes, sanos de cepa conocida y en dosis diez veces mayores
de las que se emplean en humanos, tomando en cuenta ¢l peso corporal de las diferentes especies
Si a estas dosis no se observan efectos adversos y/o muerte, se considera que el empleo del
medicamento en humanos es seguro.

La realizacion de la prueba de seguridad en las plantas que el hombre va a consumir como
“remedio” constituye €l inicio de un apoyo cientifico en el uso de productos naturales en
terapéutica.

Basdndose en la dosis que va a consumir un adulto de 70 kg. de peso corporal por dia se calculd
la dosis que wtilizo cada raton y los resultados obtenidos son que la infusion de la corteza de la
planta Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stem rie produce efectos adverses ni nuerte en los
ratones CDM machos gue ingirieron la dosis concentrada durante los 10 dias posteriores a la
ingesta, por lo que se considera una plama segura a la dosis empleada en el estudio* '

! Trabajo realizado por la M. en C. Martha Mercedes Garcia Burciaga. Profesora de Farmacologia v Toxicologia.
Depto. de Farmacia. Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas IPN,
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[, Planteamiento el Problems

El empleo de plantas medicinales con fines terapéuticos posee especial importancia
ya que se ha retomado como forma alternativa para el tratamiento de diversas
enfermedades.

En nuestro pais ha tenido mayor auge a raiz de la crisis econémica en la que
estamos inmersos, esto ha provocado el estudio de los recursos vegetales con que
contamos, con la finalidad de afrontar las carencias y principalmente el costo de los
medicamentos, que cada vez son mas dificiles de adquirir, ademas de que algunas veces
resultan ser toxicos ¢ bien provocan reacciones adversas.

Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern  es una planta nativa de México que se
emplea para el tratamiento de la diabetes. Ademas, se le han atribuido a través del tiempo,
una serie de propiedades curativas, muchas de las cuales no han sido comprobadas, debido
a que no se han realizado estudios de ningn tipo en ella.

Con base en lo anterior y tomando en cuenta que la poblacion mexicana utiliza mas
de 150 plantas en el control empirico de la Diabetes Mellitus, el presente trabajo consiste
evaluar la actividad hipoglucemiante de una infusién de la corteza de la planta Colubrina
elfiptica (Sw.} Brizicky & Stern en pacientes diabéticos no insulinopénicos, los cuales se
elegiran por su historial clinico como Diabéticos Tipo Il; siempre acatando los tratados de
Helsinki para la prueba de farmacos en humanos y con el consentimiento expreso de ellos,
contribuyendo de esta manera al conocimiento de especies vegetales de la familia
Rhamnaceae, empleadas por algunos grupos €tnicos y sociales que habitan nuestro pais.
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IV, Qbyjesivos

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad hipoglucemiante y los efectos de la infusion de la corteza de la planta
Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern en la glucemia de pacientes diabéticos no
insulinopénicos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

.
°

Cuantificar la hemoglobina total y hematocrito de pacientes diabéticos no
insulinopénicos antes, durante y después del tratamiento con una infusion de la corteza
de la planta Cofubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern.

Cuantificar mediante una reaccién enzimatica (Glucosa Oxidasa) la concentracion de
glucosa en sangre en pacientes diabéticos no insulinopénicos antes, durante y después
del tratamiento con una infusion de la corteza de la planta Colubrina elliptica (Sw.)
Brizicky & Stern.

Realizar examen general de orina utilizando tiras reactivas a pacientes diabéticos no
insulinopénicos antes, durante y después del tratamiento con una infusién de la conteza
de la planta Cofubring elliptica (Sw.) Brizicky & Stern.

Cuantificar las unidades de amilasa pancreatica en pacientes diabéticos no
insulinopénicos antes y después del tratamiento con una infusion de la corteza de la
planta Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern.

Comparar los valores obtenidos de glucemia y amilasa pancreitica de pacientes
diabéticos no insulinopénicos antes y después del tratamiento con una infusién de la
planta Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern para determinar si dicha planta posee
principios activos con actividad hipoglucemiante.

Llevar a cabo cada uno de los objetivos siempre acatando los tratados de Helsinki para
la prueba de firmacos en humanos y con el consentimiento expreso de ellos.



crenics diobéticos no insulinopénicos

¥, Hlipdtesis

La planta denominada “PAX”, “Palo de Amole” o “Palo de Arco™ ha sido utilizada
desde tiempo inmemorial como una planta para controlar la diabetes en la zona sur de
Tamaulipas y norte de Veracruz, es por ello que creemos necesario investigar dicha planta
y someterla a un riguroso estudio para demostrar o refutar su valor como planta
hipoglucemiante.

8i dicha planta tiene propiedades hipogluceriantes, entonces sera capaz de reguiar
la glucemia cuando se administre en infusion a pacientes diabéticos no insulinopénicos.

Hacemos hincapié en la investigacion toda vez que no hay estudios previos que
sustenten dicha informacion ya que Gnicamente se cuenta con el conocimiento empirico de
los habitantes de dichas poblaciones.



SELECCION DE LOS PACIENTES

Los pacientes se elegiran por su historial clinico como Diabéticos Tipo 11, se les
realizard una evaluacidén mensual de la glucemia con el fin de determinar el efecto de la
planta siempre acatando los tratados de Helsinki para la prueba de farmacos en humanos y
con ¢l consentimiento expreso de ellos (ver Anexo IV).

MATERIAL VEGETAL

10 Kg de corteza de Colubrina efliptica (Sw.) Brizicky & Stern dividida en dosisde 8 g

MATERIAL BIOLOGICO

Muestras de sangre venosa, plasma y orina de los grupos en estudio.

MATERIAL

Tubos Vacutainer Vengject con citrato
Tubos de ensayo de 13X100 mm
Pipeta volumétrica (5 mL)

Pipeta graduada (10 mL)

Probeta graduada (100 y 1000 mL)
Vasos de precipitado (100, 250 mL)
Matraz volumétrico (1000 mL)
Capilares

Portaobjetos

Cubreobjetos

Placas de vidrio de 15X8 em
Pipetas Pasteur

Termémetro (-10 a 106°C)

Celdas espectrofotométricas
Espatula de acero inoxidable
Ligadura

Torundas de algodon

Jeringas (5 mL)

Gradilla

Plastilina

Tapones de plastico para tubos de ensayo
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Puntas de plastico para micropipeta
Recipientes de plastico

Papel filtro

Pinzas de acero inoxidable (Rubis)

EQUIPO

Micropipetas 20 L {Socorex)

Balanza Analitica (Ainsworth 100 A)

Balanza Granataria (OHAUS 700-800)

Espectrofotometro (Spectronic 20)

Microscopio {American Optical Corporation AO Spencer)

Equipo para microhematocrito (Spencer Mod. PL-17)

Camara para corrimiento electroforético (Gelman Sciences, Inc.}
Aplicador de muestras (Gelman Sciences, Inc.)

Fuente de poder PS 500 {Gelman Sciences, Inc.)

Equipo para determinacion de amilasa pancreitica (Synchron CX-4/ CX-5/CX-7,
Beckman)

Homogeneizador de tubos (Ainsworth)

Centrifuga (Beckman Mod. TI1-6)

Bortex (Ainsworth)

Congelador -20°C (Fisher Scientific Isotermp Laboratory Mod. 3486)
Bafio Maria(Ainsworth)

Secadora de mano (Conair Vagabond 1600)

REACTIVOS

Reactivo de Drabkin

Reactivo de Color-Enzimas (Merck)

Solucién patron de glucosa (Merck)

Tiras reactivas (Bili-Combur 6 Test)

Membrana de Acetato de Celulosa (Super Sepraphore, Gelman Sciences, Inc.)
Colorante Ponceau S (Gelman Sciences, Inc.)

Sepra Clear {Gelman Sciences, Inc.)

Buffer para electroforesis en acetato de celulosa (Electra HR)
Citrato de sodio (Merck})

Cloruro de sodio {(Merck)

Alcohol etilico (96%)

Cloroformo (Baker)
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VIL Parte Experimentsl

Para llevar a cabo este estudic se realizo la prueba de toxicidad de Colubrina
elliptica (Sw.) Brizicky & Stern en ratones machos adultos jovenes, sanos de cepa conocida
y en dosis diez veces mayores de las que se emplean en humanos, tomando en cuenta ef
peso corporal de las diferentes especies (como se describe en la pagina 15).

La planta con la que se trabajo en este proyecto fue recolectada el 11 de julio de
1997 en La Peiiita, Raya de los Higuerones y Raya de los Tejocotes en Xicotencal,
Tamaulipas; por el Dr. Rubén Marroquin Segura; no es una especie de la que se tuviera
conocimiento sobre su actividad como hipoglucemiante aunque si ha sido ampliamente
utilizada por la poblacién del estado de Tamaulipas y Veracruz desde muchas generaciones
atrds para tratar la diabetes. Por lo tante mientras esto se¢ llevaba a cabo se continug
trabajando con ella en el proyecto v se decidio llamarle “PAX™, posteriormente como aun
no se encontraba clasificada, se llevo a cabo la identificacién botnica por la M. en C.
Abigail Aguilar Contreras, la Bidloga Ma. Edith Lopez y el M. en C. Miguel A. Martinez
en el Herbario Medicinal del Instituto Mexicano del Seguro Social del Centro Médico
Nacional Siglo XXI y es por ello que ahora sabemos que se trata de Colubrina elliptica
(Sw.) Brizicky & Stern. El aval de herbario quedd depositado en el Herbario IMSSM con
namero de registro 13504,

La corteza del arbol de Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern, alrededor de 10
Kg se coitd en trozos de aproximadamente 10 cm de largo por 4 cm de ancho (8 g); ya seca,
se guardd en bolsas de plastico para posteriormente dar a cada paciente con la siguiente
indicacion:

A una taza de agua (aproximadamente 230 mi) hirviendo se le agrega un trozo de corteza
(8 g), se deja reposar y se toma por la tarde, diariamente después de la comida, evitando
tomar simultaneamente algim agente hipoglucemiante.

Se trabajo con 3 grupos de pacientes:

++ Pacientes con DM Tipo Il antes y después de iniciar tratamiento con la corteza de
Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern

Se trabajo con 8 pacientes (3 mujeres y 5 hombres) con Diabetes Mellitus No
Insulinodependientes (Tipo II) que tuvieron un promedio de 7 afios de presentar la
enfermedad y que habian sido tratados con hipoglucemiantes orales (glibenclamida y
tolbutamida). A dichos pacientes se les invitd a participar en el proyecto no sin antes
explicarles los posibles beneficios, riegos y molestias de este nuevo tratamiento.

+» Pacientes con DM Tipe I tratados con hipoglucemiantes orales

Se contd con muestras de sangre de un grepe de 15 pacientes que presentaron la
enfermedad los cuales seguirian con su tratamiento con el hipoglucemiante glibenclamida.
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<+ Personas sanas
Se contd con muestras de sangre de un grupo de 8 personas sanas.

Al grupo al cual se le dio tratamiento con la corteza de la planta Colubrina elliptica
(Sw.) Brizicky & Stern se le determind hemoglobina total, hematocrito, andlisis de orina,
amilasa pancredtica y glucosa en sangre antes y durante ¢l tiempo que durd el tratamiento
para monitorear el curso de la enfermedad; es decir a los 15, 43, 83 y 113 dias. El! grupo
que se encontraba en tratamiento con glibenclamida solamente dono muestras de sangre
venosa en una ocasién al igual que ¢l grupo de las personas sanas y se les realizaron las
mismas determinaciones que al grupo tratado con la corteza.

DETERMINACION DE HEMOGLOBINA TOTAL

La determinacion de hemoglobina total se llevd a cabo por un método colorimétrico
(método de cianometahemoglobina) que es actualmente el método de eleccién pues las
soluciones de cianometahemoglobina son las mas estables de los diversos pigmentos
hemoglobinicos, ésta determinacion se llevo a cabo junto con el hematocrito que es uno de
los métodos mas sencillos, mas exactos, valiosos v de mayor conftanza para evaluar un
posible estado anémico de los grupos en estudio.

1. Recolectar 5 ml de sangre venosa con anticoagulante en un tubo con tapén.

2. Mezclar perfectamente bien la sangre haciéndola girar en e! homogeneizador de tubos.

3. Colocar en un tubo de ensayo de 13x100 mm con pipeta volumétrica, 5 m! del reactivo
diluyente de Drabkin.

4. Tomar 20 ml de muestra de sangre venosa y limpiar la sangre adherida al exterior de la
punta de ia micropipeta.

5. Descargar el contenido de la micropipeta en los 5 ml de solucién diluyente de Drabkin,
enjuagando ahi mismo diez veces la punta para arrastrar toda la sangre de las paredes
internas de esta.

6. Mezclar bruscamente la sangre ceon la solucion de Drabkin,

7. Dejar reposar la mezcla durante 10 minutos para que la conversidn de hemoglobina en

cianometahemoglobina sea total,

Colocar la solucion de cianometahemoglobina en celdas espectrofotométricas.

9. Medir la absorbancia de la solucidn usando la solucion diluyente de Drabkin como
blanco y leyendo a 540 nm.

%0

DETERMINACION DE HEMATOCRITO

1. Recolectar 5 mi de sangre venosa con anticoagulante en un tubo con tapon.

2. Mezclar perfectamente bien la sangre haciéndola girar en el homogeneizador de tubos,

3. Tomar un poco de sangre con un tubo capilar, aproximadamente 3% partes, dejando que
ésta ascienda por capilaridad.

4. Tapar un extremo del tubo enterrandolo en plastilina,
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5. Celocar los tubos en el equipo para hematocrito durante 5 minutos.
6. Comparar cada tubo con el lector del equipo.

ANALISIS DE ORINA

El examen generat de orina se realizd utilizando tiras reactivas en el que se incluyd el
examen del color, aspecto, densidad, pH, deteccion de proteinas, glucosa, cetonas y sangre
oculta, asi como el examen microscopico del sedimento. Esta prueba se llevo a cabo para
apoyar a la determinacidn de glucosa en sangre ya que la glucosa aparece en la orina en
estados de enfermedad como la diabetes mellitus,

1. Se enumeran en forma correspondiente Ias muestras de orina.
. Se enumeran en la misma forma una serie de tubos de ensayo de 13x100.

3. Se mezcla cutdadosamente cada muestra v se coloca aproximadamente 3% de €sta en
cada tubo.

4. Sumergir una tira reactiva (Bili-Combur 6 Test) brevemente (1 segundo come méximo)
en la orina.

5. Al retirarla, rasar el canto lateral en el borde del recipiente para eliminar el exceso de
orina.

6. Al cabo de 30-60 segundos comparar el color de reaccion con la escala cromatica que
aparece en la etiqueta del tubo.

DETERMINACION DE AMILASA PANCREATICA

La prueba de amilasa pancredtica fue realizada por el Q.F.B. ldefonso Lozada
Medina en el Laboratorio de Hematologia en el Centro Médico Nacional 20 de Noviembre.
Se llevo a cabo por un método cinético en el que la amilasa cataliza la hidrélisis del
substrato maltotetraosa a maltosa. La formacion de maltosa es medida a través de tres
reacciones acopladas catalizadas por la fosforilasa de maltosa, la beta-fosfoglucomutasa y-
la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa; los resultados se reflejan en la produccion del beta-
nicotinamin adenin dinucledtido (forma reducida) (NADH) al beta-nicotinamin adenin
dinucledtido (forma oxidada) (NAD), y se determind pues puede encontrarse elevada en
mis del 60% de pacientes con cetoacidosis dizbética.

DETERMINACION DE GLUCOSA EN SANGRE

La determinacién de glucosa en sangre se llevo a cabo en plasma pues los valores
son aproximadamente de 10 a 15% mas altos que en sangre entera por la diferencia del
contenido de agua entre los dos tipos de muestra; se utilizd un método enzimatico
(glucosa-oxidasa de Trinder) pues tiene mayor especificidad que los métodos quimicos,

La prueba se realizo inmediatamente después de tomar la muestra pues cuando se
permite que la sangre entera repose los eritrocitos, leucocitos, plaquetas y contaminantes
bacterianos metabolizan la glucosa de manera que la concentracion de €sta se reduce a una
tasa media de aproximadamente 12% cada hora a temperatura ambiente,

24



Efectos dg "PAX™ en la glucemia de pacientes diabélicas no msulinopentoos

Las muestras de los pacientes tratados con hipoglucemiantes fueron llevadas al
laboratorio inmediatamente después de tomarse y s¢ les separo el plasma de las células en
la hora siguiente a la toma de muestra,

1. Recolectar 5 ml de sangre venosa con anticoagulante en un tube con tapon.
2. Mezclar perfectamente bien la sangre haciéndola girar en el homogeneizador de tubos.
3. Pipetear en tubos de ensayo lo siguiente;

Pipetear en tubos de I " “Problema Patrén Blanco
ensayo
Plasma 0L | smmmmemesoe focc--aeo-
Solucidn patrén 2 | =--------- WL feeeaamee--
Reactivo de color | 20 ml 2.0ml 20ml

4. Mezclar perfectamente bien con ayuda del Bortex.
5. Incubar a 25 °C durante 30 minutos.

6. Leer la Absorbancia de los problemas vy los patrones contra el blanco de reactivos.
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Esquema 1. Diagrama de flujo de la evaluacién hipoglucemiante de Colubrina elliptica
(Sw.) Brizicky & Stern.

Daosificacion de corteza de Colubrinag
elliptica (Sw.) Brizicky & Stern y
aplicacion a poblacién a estudiar

C e

Determinacidn de
hemoglobina total y Determinacidn de Determinacién de Determinacion
hematocrito glucosa andlisis general de de amilasa
orina pancreatica

Moenitoreo de los pacientes (determinacién de hernoglobina total, hematocrito. detenninacion
de glucosa en sangre, andlisis general de orina y amilasa pancreatica) durante los siguientes 3
meses.

Tratamiento estadistico de todos los
datos
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VI Reswliados

Tabla II. Resultados de glucosa en sangre y amilasa pancredtica obtenidos de
pacientes con Diabetes Mellitus Tipo II antes de iniciar tratamiento con infusién de
la corteza de Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern.

No. De paciente Glucosa (mg/dl) Amilasa Pancredtica (U/L)
1 227.27 21
2 200 34
3 218.18 61
4 193.93 29
5 109.09 27
6 187.87 93
7 142.42 39
8 260.6 36

Tabla III. Resultados de glucosa en sangre y amilasa pancreitica obtenidos de
pacientes con Diabetes Mellitus Tipo II, 15 dias después de iniciar ¢tratamiento con
infusion de la corteza de Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern.

No. De paciente Glucosa (mg/dl) Amilasa Pancredtica (U/L)
1 221.62 39
2 216,21 27
3 202.7 29
4 189.18 61
5 72,97 34
6 189.18 36
7 135.13 43 ]
8 244,11 45
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Tabla IV. Resultados de glucosa en sangre y amilasa pancredtica obtenidos de
pacientes con Diabetes Mellitus Tipo II, 43 dias después de iniciar tratamiento con
infusién de la corteza de Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern.

No. De Paciente Glucosa (mg/dl) Amilasa Pancreatica (U/L
1 250 30
2 156.25 28
3 281,25 58
4 228.125 71
5 103.125 32
6 218,75 44
7 168.75 59

Tabla V. Resultados de glucosa en sangre y amilasa pancredtica obtenidos de
pacientes con Diabetes Mellitus Tipo II, 83 dias después de iniciar tratamiento con
infusién de la corteza de Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern,

No. De paciente Glucosa (mg/dl) Amilasa Pancreatica (U/L
1 307.14 43
2 135,71 30
3 171.42 26
4 242 85 68
5 107.14 29
6 264.28 41
7 214.28 44
8 271.42 51
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Tabla VL Resultados de glucosa en sangre y amilasa pancreatica obtenidos de
pacientes con Diabetes Mellitus Tipe II, 113 dias después de iniciar tratamiento con
infusidn de la corteza de Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern.

No. De paciente Glucosa (mg/dl) Amilasa Pancreatica (U/L}
1 215 59
2 109.37 31
3 206.25 34
4 156.25 71
5 90.62 33
6 250 47
7 175 53
8 281.25 60

Tabla VIL. Resultados de glucosa en sangre y amilasa pancreitica obtenidos de
pacientes con Diabetes Mellitus Tipo I que Hevarom traiamiento con
hipoglucemiantes orales (glibenclamida).

No. De paciente Glucosa (mg/dI) Amilasa Pancreatica (U/L) ¢
1 225 33
2 24375 37
3 150 42
4 112.5 38
5 118.75 83
6 187.5 27
7 181.25 35
8 162.5 67
9 87.5 24
10 187.5 17
11 i62.5 41
12 56.25 50
13 168.75 77
14 168.75 25
15 90.625 32
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Tabla VIIL Resultados de glucosa en sangre y amilasa pancredtica obtenidos de

individuos sanos.

No. De paciente Glucosa (mg/dl) Amilasa Pancreatica (U/L)
1 85 61
2 90 57
3 75 73
4 100 71
5 290 141
6 78 36
7 80 91
8 95 39
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Grifica 1, Glucemia de pacientes diabéticos no insulinopénicos antes y 15 dias después
del tratamiento con corteza de Colubrina elliptica (Sw) Brizicky & Stern.
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Grifica 2. Glucemia de pacientes diabéticos no insulinopénicos antes y 43 dias después
del tratamiento con corteza de Colubrina elliptica (Sw) Brizicky & Stern.
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Grifica 3. Glucemia de pacientes diabéticos no insulinopénicos antes y 83 dias después
del tratamiento con corteza de Colubrina elliptica (Sw) Brizicky & Stern.
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Grifica 4. Glucemia de pacientes diabéticos no insulinepénicos antes y 113 dias
después del tratamiento con corteza de Colubrina elliptica (Sw) Brizicky & Stern.
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Grifica 5. Glucemia de pacientes diabéticos no insulinopénicos antes del tratamiento

con corteza de Colubrina elliptica (Sw) Brizicky & Stern y pacientes dizbéticos que
llevaron tratamiento con hipoglucemiantes orales.
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Grifica 6. Glucemia de pacientes diabéticos no insulinopénicos antes del tratamiento
con corteza de Colubrina elliptica (Sw) Brizicky & Stern ¢ individuos sanos.
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Grifica 7. Glucemia de pacientes diabéticos no insulinopénicos at finalizar el
tratamiento con corteza de Colubrina elliptica (Sw) Brizicky & Stern y pacientes que
tomaron hipoglucemiantes orales.
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TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los datos fueron tratados estadisticamente en el Laboratorio de Endocrinologia en
¢l Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI mediante un paquete
estadistico llamado SPSS Version 8.0 para Ambiente Windows realizdndose una regresion
lineal simple y su anilisis de variancia para regresion (ANOVA) para las determinaciones
de glucosa en sangre y amilasa, Todas las pruebas se realizaron con una confianza del
95% y una a 0.05.

8.1 ANALISIS DE LA VARIANCIA

El analisis de la variancia (ANOVA), se define como una técnica en la que la
variancia total de un conjunto de datos se divide en varios componentes y cada une de ellos
se asocia a una fuente especifica de variacion, de manera que durante el analisis es posible

encontrar la magnitud con la que contribuye cada una de esas fuentes en la variacion total
[46].

La interpretacion de las tablas a partir de ANOVA es la siguiente:
F cal < F tab; NO EXISTE DIFERENCIA ENTRE LOS TRATAMIENTOS

F cal > F tab; EXISTE DIFERENCIA ENTRE LOS TRATAMIENTOS

Tabla IX. Resultados de ANOVA de glucosa en sangre y amilasa pancreitica
obtenidos de pacientes con Diabetes Mellitus Tipo I antes y 15 dias después de iniciar
tratamiento con infusién de la corteza de Colubrina elfiptica (Sw.) Brizicky & Stern.
Fus (1, 14, 0.05) = 4.60 [46].

F Significancia
Glucosa 0.109 0.746
Amilasa Pancreatica 0.160 0.695

Tabla X. Resultades de ANOVA de glucosa en sangre y amilasa pancredtica obtenidos
de pacientes con Diabetes Mellitus Tipo II antes y 43 dias después de iniciar
tratamiento con infusion de la corteza de Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern.
Fo (1, 13, 0.05) = 4.67 [46].

F Significancia
Glucosa 0.203 0,660
Amilasa Pancreatica 0.086 0.774
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Tabla XI. Resultados de ANOVA de glucosa en sangre y amilasa pancredtica
obtenidos de pacientes con Diabetes Mellitus Tipo LI antes y 83 dias después de iniciar
tratamiento con infusion de la corteza de Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern.
Fos (1, 14, 0.05) = 4.60 [46].

F Significancia
Glucosa 0.708 0415
Amilasa Pancreatica 0.021 0.888

Tabla XIL. Resultados de ANOVA de glucosa en sangre y amilasa pancreitica
obtenidos de pacientes con Diabetes Mellitus Tipo IT antes y 113 dias después de
iniciar tratamiento con infusién de la corteza de Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky &
Stern,

Fu (1, 14, 0.05) = 4.60 [46].

F Significancia
Glucosa 0.029 0,868
Amilasa Pancreatica 0.334 0.573

Tabla XIII. Resultados de ANOVA de glucosa en sangre y amilasa pancrestica
obtenidos de pacientes con Diabetes Mellitus Tipo II antes de iniciar tratamiento con
infusion de la corteza de Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern y pacientes con
Diabetes Mellitus Tipo I que llevaron tratamiento con hipoglucemiantes orales
(glibenclamida).

Fus (1, 21, 0.05) = 4.32 [46].

F Significancia
Glucosa 2.098 0.163
Amilasa Pancreatica 0.012 0.913
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Tabla XIV. Resultados de ANOVA de glucosa en sangre y amilasa pancreatica
obtenidos de pacientes con Diabetes Mellitus Tipo II antes de iniciar tratamiente con
infusién de la corteza de Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern e individuos sanos.
Fuap (1, 14, 0.05) = 4.60 [46].

F Significancia
Glucosa 32473 0.000
Amilasa Pancreatica 3.842 0.070

Tabla XV. Resultados de ANOVA de glucosa en sangre y amilasa pancredtica
obtenidos de pacientes con Diabetes Mellitus Tipo II, 113 dias después de iniciar
tratamiento con infusién de la corteza de Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern y
pacientes con Diabetes Mellitus Tipe II que llevaron tratamiento con
hipoglucemiantes orales (glibenclamida). F.; (1, 14, 0.05) = 4.60 [46].

F Significancia
Glucosa 2.27% 0.146
Amilasa Pancreatica 0,703 0411

Tabla XVIL Resultados de ANOVA de glucosa en sangre y amilasa pancreitica
obtenidos de pacientes con Diabetes Mellitus Tipo I, 113 dias después de iniciar
tratamiento con infusién de la corteza de Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern e
individuos sanos.

Fus (1, 14, 0.05) = 4.60 [46].

F Significancia
Glucosa 16,836 0.001
Amilasa Pancreatica 3.057 0,102
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8.2 ANALISIS DE REGRESION ¥ CORRELACION SIMPLE

Este tipo de analisis es util para averiguar la forma probable de las relaciones entre
las variables, y el objetivo final, cuando se emplea este método de andlisis, es predecir o
estimar el valor de una variable que corresponde al valor dado de otra variable
(correlacion) [46).

Tabla XVIL Resultados de coeficiente de correlacion y de determinacion de glucosa en
sangre y amilasa pancreitica obtenidos de pacientes con Diabetes Mellitus Tipo Il
antes y 15 dias después de iniciar tratamiento con infusién de la corteza de Colubrina
elliptica (Sw.) Brizicky & Stern.

]
r r
Glucosa 0.96610051 0.9333502
Amilasa Pancredtica -0.28944107 0.08377613

Tabla XVIIL Resultados de coeficiente de correlacion y de determinacion de glucosa
en sangre y amilasa pancredtica obtenidos de pacientes con Diabetes Mellitus Tipo II
antes y 43 dias después de iniciar tratamiento con infusién de la corteza de Colubrina
elliptica (Sw.) Brizicky & Stern.

T
r T
Glucosa 0.8461788 0.71601857
Amilasa Pancreatica 0.15961802 0.02547791

Tabla XIX. Resultados de coeficiente de correlacion y de determinacién de giucosa en
sangre y amilasa pancredtica obtenidos de pacientes con Diabetes Mellitus Tipo I1
antes y 83 dias después de iniciar tratamiento con infusién de la corteza de Colubrina
elliptica (Sw.) Brizicky & Stern.

H
r r

Glucosa 0.60072917 0.36087554

Amilasa Pancredtica -0.21243501 0.04512863
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Tabla XX. Resultados de coeficiente de correlacién y de determinacién de glucosa en
sangre y amilasa pancredtica obtenidos de pacientes con Diabetes Mellitus Tipo II
antes y 113 dias después de iniciar tratamiento con infusién de la corteza de Colubrina
elliptica (Sw.) Brizicky & Stern.

Z

r T
Glucosa 0.7253698 0.52620078
Amilasa Pancreatica -0.22606164 0.05110387

Tabla XXI. Resultados de coeficiente de correlacion y de determinacion de glucosa en
sangre y amilasa pancreitica obtenidos de pacientes con Diabetes Mellitus Tipo II
antes de iniciar tratamiento con infusion de la corteza de Colubrina ellipfica (Sw.)
Brizicky & Stern e individuos sanos.

T r
Glucosa 0.12022373 0.01445375
Amilasa Pancreatica -0.43565544 0,18979567

Tabla XXII. Resuliados de coeficiente de correlacién y de determinacién de glucosa
en sangre y amilasa pancredtica obtenidos de individuos sanos y pacientes con
Diabetes Mellitus Tipo T1 113 dias después de iniciar tratamiento con infusién de Ia
corteza de Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern.

r r
Glucosa -0.23502109 0.05523491
Amilasa Pancredtica -0,34636569 0.11996919
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IX, Discusion de Resuliados

La glucemia se mantiene en el organismo normal entre limites bastante estrechos
que oscilan, en ayunas, entre 65 y 95 mg/dl (medida por &l método de glucosa-oxidasa)
[43]. Un criterio de control de diabetes sugiere mantener una glucemia en ayuno por
debajo de 140 mg/dl [44]; sin embargo, los resultados obtenidos en la tabla II de glucosa en
sangre de pacientes con Diabetes Mellitus Tipo IT demuestran que efectivamente presentan
la enfermedad y que ademas presentan una glucemia mas elevada (observandose algunas
diferencias) que los limites establecidos para éste tipo de pacientes.

Por otra parte, se ha descrito que la determinacion de amilasa pancreética
generalmente se eleva en las formas agudas de pancreatitis, pero se eleva también en otros
padecimientos como en otras tipos de Diabetes Mellitus {DM secundaria asociada con una
enfermedad pancreatica) y en pacientes {mas del 60%) con DM Tipo 1, toda vez que lo que
se evalla es una cetoacidosis diabética que es frecuente en éste tipe de diabetes. Los
valores de referencia en el organismo normal son de 25 a 125 UL/L {49] y por lo que se
observa en las tablas IT a la VI los resultados obtenidos de amilasa pancreitica de pacientes
con Diabetes Mellitus Tipo II, demuestran que todos ellos se encuentran dentro de los
limites determinados, por lo que se supone que su enfermedad al menos no es debida a
ninguno de los padecimientos antes mencionados, asi mismo, en las tablas VII y VIII se
presentan los resultados de pacientes con Diabetes Mellitus Tipo II que fueren tratados con
hipoglucemiantes orales y personas sanas respectivamente, que igualmente se encuentran
dentro de los limites ya establecidos.

De la tabla III a 1a tabla VI los resultados de la glucemia se siguen encontrado altos
con respecto al valor normal establecido para los dias 15, 43, 83 y 113 posteriores al
tratamiento recibido con la corteza de la planta Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern,
observandose algunas variaciones; esto puede observarse en las graficas 1 a 4,

Por los resuitados de glucosa en sangre presentados en la tabla VII se puede
observar que todos ellos son pacientes diabéticos que llevan un adecuado control de su
enfermedad (salvo algunas diferencias) utilizando hipoglucemiantes orales; en éste caso,
glibenclamida, Se pueden observar las diferencias de la glucemia entre éste grupo y el
grupo antes de ser sometido al estudio con la corteza de la planta Colubrina elliptica (Sw.)
Brizicky & Stern en la grafica S.

En la tabla VIII se presentan resultados de glucemia y amilasa pancredtica de
individuos sanos que fueron utilizados como grupo testigo para el estudio. Se pueden
también observar las diferencias de la glucemia entre éste grupo y el grupo antes de ser
sometido al estudio con la corteza de la planta Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern
en la grafica 6.

Se realizd6 un tratamiento estadistico (utilizando un ANOVA)} a los resultados
anteriormente mencionados y de ias tablas IX a XII se discute que Fiy, €5 mayor en todos
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los casos; lo que se interpreta como que no existe una diferencia estadisticamente
demostrable con un @ = 0.05 y una confianza del 95% entre los tratamientos que son
corteza de la planta Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern contra tiempo (15, 43, 83 y
113 dias} tanto para la determinacién de glucosa en sangre como para la determinacion de
amilasa pancreatica en los pacientes con Diabetes Mellitus Tipo II que fueron sometidos al
tratamiento,

De la tabla X111, se concluye que no existe diferencia estadisticamente demostrable
conun o = 0.05 y una confianza del 95% entre los pacientes que recibieron un tratamiento
con glibenclamida y los pacientes que recibieron tratamiento con la corteza de Colubrina
elliptica (Sw.) Brizicky & Stern por lo que se infiere que ambos tratamientos son iguales
(Grafica 7).

De a tabla XIV se puede inferir que existen diferencias significativas con un o =
0.05 y una confianza del 95% entre los pacientes sanos y los pacientes diabéticos antes de
ser tratados con la corteza de la planta Colubring elliprica (Sw.) Brizicky & Stern lo cual
era de esperarse ya que existe una gran diferencia apreciable a simple vista con respecto a
la concentracion de glucosa en sangre en ambos grupos.

En la tabla XV, se observa que no hay una diferencia estadistica apreciable entre los
pacientes diabéticos al final de llevar un tratamiento con corteza de Colubrina elliptica
(Sw.) Brizicky & Stern y los pacientes diabéticos que recibieron un tratamiento con
glibenclamida con un nivel de confianza del 95% y un o = 0.05.

En la tabla XVI se puede inferir que existe una diferencia significativa con un o =
0.05 y una confianza del 95% entre los pacientes sanos y los pacientes diabéticos que
tueron tratados con la corteza de la planta Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern.

Ademas de realizar un ANQOVA para el tratamiento estadistico de los datos se usd
también un analisis de regresion lineal simple. En las tablas XVII y XVIII se observa que
hay una asociacion entre las variables que son glucemia al inicio contra glucemia alos 15 y
43 dias de tratamiento; es decir, el comportamiento de la glucemia con o sin tratamiento es
igual durante éste pertodo; sin embargo, en las tablas X1X y XX se aprecia que ya existe
una diferencia que probablemente sea asociada al tratamiento con la corteza hacia el final
del estudio.

Por Gltimo, en las tablas XX1 y XXII se demuestra que hay una mala asociacion
entre la glucemia al inicio y al final del tratamiento e individuos sanos.
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X Conclusiones

Considerando los niveles de glucosa en sangre de pacientes diabéticos no
insulinopénicos durante el tratamiento con corteza de la planta Colubrina elliptica (Sw.)
Brizicky & Stern se puede determinar que el uso de dicha infusién en esta poblacion de
pacientes no presenta diferencia significativa con respecto a los pacientes tratados con
hipoglucemiantes orales por lo que podemos aseverar que el tratamiento con corteza de
Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern puede sustituir a la tona de glibenclamida;
sin embargo, el empleo de la medicina tradicional no resuelve ni remedia el problema
de diabetes.

Basandose en las unidades de amilasa pancreitica de pacientes con Diabetes Mellitus
Tipo 11 durante el tratamiento con corteza de la planta Colubrina eliiptica (Sw.)
Brizicky & Stern, pacientes con Diabetes Mellitus Tipo 1I tratados con glibenclamida e
individuos sanos, se observa que no existe una diferencia en la concentracion de dicha
enzima entre los 3 grupos. De ello se deduce que no es una técnica adecuada que nos
ayude a observar la evolucion de la enfermedad en este tipo de pacientes durante un
determinada tiempo y a lo largo de un tratamiento.
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XL Propuestes

Se sugiere . . .

1. Que los pacientes que sustituyan los hipoglucemiantes orales por infusién de la corteza
de Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern lo realicen bajo la supervision médica
constante.

2. Completar el estudio haciendo determinaciones de hemoglobina glicatada tanto en
pacientes que reciban el tratamiento con infusion de la corteza de la planta Cofubrina
elliptica (Sw.) Brzicky & Stern como en pacientes que son tratados con
hipoglucemiantes orales y en individuos sanos,

3. Hacer un estudio en donde se determine la actividad bioldgica y farmacologica de los
extractos obtenidos de la planta Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern para
conocer [a actividad del principio activo presente en dicha planta y posiblemente llegar
a su obtencién y posteriormente a la sintesis de un nueve medicamento que se encuentre
al alcance de la poblacion de escasos recursos.
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Tabla XXIII. Algunos agentes hipoglucemiantes potenciales que han surgido como
resultado de la investigacién en plantas [39)].

FAMILIA NOMBRE PARTE SUSTANCIAS
CIENTIFICO USADA ACTIVAS
Araliaceae Eleutherococcus Raiz Eleuteranos A-G
senticosus Maxim (sacaridos)
! Panax ginseng Raiz Panaxanos A-L
Mey (sacaridos)
Boraginaceae Lithospermum Raiz Litospermanos A-C
erythrorhizon (sacaridos)
Siebet et Zucc
Caesalpinaceae Bauhinia Flores Galactosidos
variegata Linn
Compositae Atractyloides Rizomas Atractanos A-C
Jjaponica (sacaridos)
Koidzumi Ramas Glucasido
Centaurea seridis
Linn
Dioscoreaceae Discorea Rizoforos Complejo Proteinico-
batatas Dec manano
Discorea Tubérculos
dumetorium Sapogenina o Fitosterol
(Kunth) Pax Rizéforos Dioscoranos A-F
Discorea japonica (sacaridos)
Thumb
Ephedraceae | Ephedra distachya| Completa Ephedranos A-E
(sacaridos)
Gramineae Coix lachryma- Semillas Coixano A (sacarido)
Jjobi Linn Raiz Orizaranos A-D
Oriza sativa Linn (sacaridos)
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Tabla XXIIL (continuacién)

FAMILIA NOMBRE PARTE USADA SUSTANCIAS
CIENTIFICO ACTIVAS
Leguminosae Prerocarpus Corteza Epicatequina
massupium Roxb
Lilliaceae Allium cepa Linn Bulbos Alcaloides
Anemarrhena Rizomas Anemarranos A-
asphodeloides Bunge D (sacaridos)
Malvaceae Lillium auratum Bulbos Glucomanano
Lind]
Abelmoschus Fruto y raiz Polisacarido
esculentus Meench
Gossypium Semillas Gosipol
herbaceum Linn
Moraceae | Ficus religiosa Linn Corteza Glucdsido
Morus alba Linn Raiz Morano A
: {glucoproteina
Ranunculaceae Aconitum Raiz Aconitano A
carmichaeli Deabux {sacarido)
Rhamnaceae Zizyphus rugosa Corteza Flavonoides
Lamk
Rosaceae Poterium Ramas Acido
ancistroides Troméntico
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TABLA XXIV. Algunas plantas usadas como hipoglucemiantes en el extranjero y
cuyo efecto hipeglucémico ha side demostrado experimentalmente {39].

FAMILIA NOMBRE PAIS PARTE MODELO
CIENTIFICO USADA | EXPERIMENTAL
Apiaceae | Cuminum nigrum | Pakistan Semillas | Conejos diabéticos
Linn
Araliaceae Oplopanax Alaska Corteza de | Voluntarios sanos
i horridus (sm) raiz
i Mig.
Asclepiadaceae Gymnema India Hojas | Conejos diabéticos
sylvestre R.Br.
Bixaceae Bixa orellana Jamaica Semillas Perros normaies
Linn.
Celastraceae Salacia SriLanka | Cortezade | Ratas normales
retuculata Wight raiz
Compositae Neurolaena Panama Hojasy | Ratones diabéticos
lobata (L) T. Br. Flores
Cucurbitaceae Momordica Sri Lanka Fruto Pacientes con
charantia Linn. DMNID
Euphorbiaceae Euphorbia Pakistan Ramas | Conejos diabéticos
prostrata Lit.
Fumariaceae Fumaria Pakistan Ramas |Conejos diabéticos
_parfiglora Lam.
Labiatae Teucrium polium | Jordania Ramas Ratas diabéticas
Linn.
Lilliaceac  |Alium  sativum Libia Bulbos | Conejos diabéticos
Linn. Arabia Hojas | Ratones diabéticos
Aloe barbadensis | Saudita
Mill.

52



Tabla XXIV, (continuacion)

Electog de “FAX" en la giucema de pacientes diabéticos no insulinopeénicos

FAMILIA NOMBRE PAIS PARTE MODELO
CIENTIFICO USADA |EXPERIMENTAL
Meliaceae Azadirachtia India Hojas Ratas diabéticas
indica A. Juss.
Myrtaceae Eugenia India Hojas Ratas diabéticas
Jambolana
Lam. Libia Ramas | Ratones diabéticos
Myrtus
communis China Fruto Pacientes con
Linn. DMNID
Psidium
guajava Linn.
Palmae Coccos Jamaica | Cascara del| Perros normales
nucifera Linn. fruto
Rutaceae Aegle Sri Lanka Raiz Ratas normales
marmelos
Umbelliferaceae | Coriandium Asia Raiz Ratas y ratones
sativim Linm. diabéticos
Solanaceae Capsicum Jamaica Semillas | Perros normales
Jrutescens
Linn.
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Tabla XXV. Algunas especies vegetales usadas empiricamente como hipoglucemiantes
en México [39].

FAMILIA NOMBRE NOMBRE PARTE
CIENTIFICO | POPULAR | USADA
Anacardiceae | Anacardium Marafion Corteza
occidentale L, Mango Hojas
Mangifera Criollo
indica L. Hoja de
mango
Apocinaceae Plumeria | Cacaloxochit Flores
rubra L. | o Flor de
mayo Raiz
Rauvolfia Paulio
tetraphylla L.
Araceae Xanthosoma Mafafa Hojas
robustum blanca
Schott.
Boraginaceae | Tournefortia | Lagrimas de Tallos
hirsutissima | San Pedro
L
Burseraceae Bursera Palo mulato Corteza
simaruba (L.)
Sarg,
Cactaceae Rhipsalis | Diciplinilla o Tallos
baccifera (J. Niguilia
Mill) Stearn
Ebenaceae Diospyros Matarique Raiz
digyna Jacq.
Euphorbiaceae | Cridoscolus Chaya Hojas
acotinifolius
(Mill) LM. | Sangre grado| Corteza
Johnst.
Croton draco
Schitdl.
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Tabla XXV. (continuacién)

FAMILIA NOMBRE NOMBRE PARTE
CIENTIFICO POPULAR USADA
Labiatae Menta piperita L. Hierbabuena Ramas
Lauraceae Persea americana Aguacate Semillas
Mill.
Loranthaceae Structhantus Injerto Completa
densiflorus (Benth)
Standl.
Menispermaceae Cissampelos Guaco Raiz
_pareira L.
Passifloraceae Passiflora Flor de paltaforma Fruto
antioquensis K.
Piperaceae Piper hispidium | Cardoncille blanco Hojas
Swartz.
Rhizophoraceae | Rhizophora mangle Mangle Corteza
L,
Rosaceae Prunus armeniaca Chabacano Raiz
L.
Rubiaceae Randiaechinocarpa | Granjel (Papache) Fruto
Sapindaceae Serjania racemosa Bejuco de 3 Tallos
Schumach. corazenes
Serjania triquetra Tallos
Radlk. Palo de 3 costillas
Sterculiaceae | Guazuma ulmifolia Guasima Corteza
Lam.
Simaroubaceae | (luassia amara L. Cuasia Completa
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Tabla XXVI. Otras plantas medicinales utilizadas en el tratamiento de Diabetes

mellitus [51].

NOMBRE POPULAR | NOMBRE CIENTIFICO FAMILIA BOTANICA
Aceitilla Bidens pilosa L, COMPOSITAE
Alcachofa Cynara scolymus L. COMPOSITAE
Cardosanto Argemone ochroleuca Sweet PAPAVERACEAE
Cirsium Mexicarnum DC. COMPOSITAE
Cirsium rhaphilepsis COMPOSITAE
(Hemsl.) Petr.
Catarinita Salpianthus macrodonthus NYCTAGINACEAE
Standl.
Cocolmecatl Smilax aristolochiaefolia SMILACACEAE
Mill.
Cuajilote Parmentiera edulis DC, BIGNONIACEAE
Chabacano Prunus armeniaca L. ROSACEAE
Chicalote Argemone ochreoleuca PAPAVERACEAE
Sweet
Argemone ochreoleuca PAPAVERACEAE
Sweet ssp. ochreolenca
Chilacayote Cucurbita ficifolia (L.) CUCURBITACEAE
Bouché
Flor de mayo Plumeria rubral.. APOCYNACEAE
Flor de platano Musa sapientum L. MUSACEAE
Frijolitlo Cassia occidentalis (DC.) LEGUMINOSAE
Hemsl.
Cassia skinneri Benth, LEGUMINOSAE
Guaco Aristolochia asclepiadifolia | ARISTOLOCHIACEAE
Brand.
Aristolochia sericea Benth. ARISTOLOCHIACEAE
Guarumbo Cecropia obtusifolia Bertol. MORACEAE
Guayacan amarillo Guaicum sp. ZYGOPHYLLACEAE
Hoja de nispero Eriobotrya japonica ROSACEAE
(Thunb.) Lindl.
Hoja de parra Vitis sp. VITACEAE
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Tabla XXVL (continuacién)

" en la glucerme de pacientes drabdicos mo isuli

Emens

NOMBRE POPULAR NOMBRE CIENTIFICO FAMILIA BOTANICA
Injerto Psittacanthus calyculatus LORANTHACEAE
(D:C.) Den
Junco Aporocactus flagelliformis CACTACEAE
(L) Lem.
Malvavisco Malvastrum MALVACEAE
coromandelianum (L.)
Garcke
Marrubio Marrabium vulgare L, LABIATAE
Matarique Senecio palmeri (Greene) COMPOSITAE
Rydb.
Senecio albo-lutescens Sch, COMPOSITAE
Bip.
Senecio peltiferus Hemsl, COMPOSITAE
Naranja agria Citrus aurantium L., RUTACEAE
Nopal de coyote Opuntia megacantha Salm- CACTACEAE
Dyck
Nopal xoconoxtle Opuntia streptacantha Lem, CACTACEAE
Nopal Cpuntia sp. CACTACEAE
Palo mulato Bursera simaruba (1.} Sarg, BURSERACEAE
Prodigiosa Calea integrifolia (DC.) COMPOSITAE
Hemsl,
Retama cimarrona Cassia tomentosa L. LEGUMINOSAE
Siempreviva Sedum praealtum DC. CRASSULACEAE
Simonillo Conyza filaginoides (DC.) COMPOSITAE
Hieron.
Sopita de fideo Cuscuta sp. CONVOLVULACEAE
Tamarindo Tamarindus indica L. LEGUMINOSAE
Tejocote Crataegus pubescens ROSACEAE
(H.B.K.) Steud.
Tomate verde Physalis phyladelphica Lam. SOLANACEAE
Tomatillo Solamum diversifolium SOLANACEAE
Schitdl.
Tronadora Tecoma stans (L) HB K. BIGNONIACEAE

57




Efectas de "PAX" en In glucenna de pacientes diabéticos no insulinopénicos

XVL Amexo [V

DECLARACION DE HELSINKI

Asociacion Médica Mundial

Declaracion de Helsinki (revision de 1983)

Adoptada por la 18", Asamblea mundial (Junio 1964, Helsinki, Finlandia) y revisada por la
29". Asamblea Médica Mundial (octubre 1975, Tokio, Japén) y por la 35°. Asamblea
Médica Mundial (Octubre 1983, Venecia, Italia).

Los objetivos de la investigacion biomédica en el ser humano deben consistir en
mejorar los procedimientos diagnésticos, terapéuticos y profilacticos y en obtener mayores
conocimientos acerca de la etiologia y la patogenia de las enfermedades.

En practica médica habitual, la mayor parte de procedimientos diagndsticos,
terapéuticos y profilacticos conllevan un riesgo. Este hecho es especialmente aplicable a la
investigacidn biomédica.

El progreso médico se basa en la investigacion, la cual en ultimo extremo debe
basarse en parte en experimentos que implican a seres humanos. Dado que es esencial que
los resultados de los experimentos de laboratorio sean aplicados al ser humano a fin de
incrementar los conocimientos cientificos y de ayudar a la humanidad doliente, la
Asociacion Médica Mundial ha elaborado algunas recomendaciones como guia para
aquellos que intervienen en investigacion biomédica en seres humanos; siguiendo esas
recomendaciones se propuse el siguiente medelo de aceptacion para participar en la
investigacion:

MéxicoDF.,a de de

A quien corresponda:

Yo declaro libre y voluntariamente
que acepto participar en el estudio Efectos de la infusion de la corteza de la planta “PAX”
en los niveles de glucosa en sangre en pacientes diabéticos no insulinopénicos que se
realizard en la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, Laboratorio L-313 y cuyos
objetivos consisten en:

1. Cuantificar mediante una reaccién enzimatica (Glucosa Oxidasa) la concentracién de
glucosa en sangre en pacientes diabéticos no insulinopénicos antes, durante y después
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del tratamiento con una infusion de la planta Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky &
Stern,

2. Cuantificar la hemoglobina total y hematocrito en pacientes diabéticos no
insulinopénicos antes, durante y después del tratamiento con una infusion de la planta
Colubring elliptica (Sw.) Brizicky & Stern.

3. Realizar examen general de orina utilizando tiras reactivas a pacientes diabéticos no
insulinopénicos antes, durante y después del tratamiento con una infusién de la cornteza
de la planta Colubrina efliptica (Sw.) Brizicky & Stern.

4. Cuantificar las unidades de amilasa pancreitica en pacientes diabéticos no
insulinopénicos antes y después del tratamiento con una infusion de la corteza de la
planta Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern.

5. Comparar los valores obtenidos de glucemia y amilasa pancreitica de pacientes
diabéticos no insulinopénicos antes y después del tratamiento con una infusién de la
planta Colubrina elliptica (Sw.) Brizicky & Stern para determinar si dicha planta posee
principios activos con actividad hipoglucemiante.

Estoy consiente de que los procedimientos, pruebas y tratamientos para lograr los
objetivos mencionados consistiran en tomar una infusién de 8 g en 250 ml de agua
diariamente por la tarde, después de la comida, evitando tomar simultineamente algin
agente hipoglucemiante, ademis de seguir las instrucciones que se me den y acudir
puntuaimente y en las condiciones que se me sefiale a una toma de muestra sanguinea y de
orina cada quince dias y que los riesgos a mi persona seran la disminucién de glucosa
sanguinea, Cabe mencionar que los estudios de seguridad efectuados, en ratones con esta
planta informan que a una dosis 10 veces mayor no se presentd ninguna toxicidad.

Entiendo que del presente estudio se derivara el beneficio de descubrir una planta con
principios hipoglucemiantes que superen terapéuticamente a los medicamentos
hipoglucemiantes orales actuales y que permita ser utilizada como alternativa en el
tratamiento contra la Diabetes Mellitus.

Es de mi conocimiento que seré libre de retirarme de la presente investigacién en el
momento que yo asi lo desee. También que puedo solicitar informacién adicional acerca
de los analisis efectuados, de los riesgos y beneficios de mi participacidn en este estudio.

NOMBRE:
DIRECCION:

FECHA: ] FIRMA:

TESTIGO 1
NOMBRE: FECHA:
DIRECCION: _ FIRMA:

TESTIGO 2
NOMBRE: FECHA:
DIRECCION: FIRMA:
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