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RESUMEN

El propésito del presente trabajo fue comprobar si el arbusto Tournefortia
hirsutissima  tiene actividad hipoglucemiante en ratas normales con una
hiperglucemia temporal (2 g/kg de glucosa, via subcutanea) y en ratas diabéticas
inducidas con aloxana (120 y 175 mg/kg), via intraperitoneal, por tres dias. Se
realizé la extraccién con agua de las hojas frescas del arbusto; se separaron del
extracto acuoso las sustancias solubles en metanol y en cloroformo. A las ratas se
les administraron los extractos en dosis de 100 y 200 mg/kg. Se utilizaron ratas
Wistar machos de 200 a 250 g y se realiz6 una curva de tolerancia a la glucosa, es
decir, se les dio una carga de glucosa y se registrd con un glucémetro, el tiempo
en que alcanzaron el pico maximo de hiperglucemia en sangre, el cual
observamos fue a los 15 minutos, con un incremento del 200 % ya que al inicio se
encontraban en ayuno con una glucosa en sangre de 50 mg/dl y después de la
aplicacién de glucosa alcanzaron una concentracion de glucosa en sangre de 160
mg/dl. Al probar el extracto acuoso con un pretratamiento de 20 minutos antes de
dar la carga de glucosa, observamos que dicho extracto redujo la glucemia en un
19 %, es decir, el control presenté una glucosa en sangre de 130 mg/dl mientras
que el grupo tratado con el extracto lo mantuvo en 100 mg/dl . Posteriormente, se
aumento el periodo de pretratamiento con el extracto acuoso y metandlico a 90
min, antes de dar la carga de glucosa, y se registré una reduccion del pico de
hiperglucemia del 58% y 50%, respectivamente. El extracto cloroférmico no mostré
efecto hipoglucemiante. Las ratas tratadas con aloxana (175 mg/kg) perdieron un
30% de su peso y mostraron los signos clasicos de la diabetes: poliuria, polifagia y
polidipsia. En las ratas diabéticas por induccion con aloxana (120 mg/kg) los
extractos acuoso (200 mg/kg) y metandlico (100 mg/kg) redujeron la hiperglucemia
a las 2 h en comparaciéon con ratas tratadas con agua en un 66% y 39%,
respectivamente. Asi podemos decir que las hojas de T. hirsutissima contienen
compuestos con actividad hipoglucemiante y estos resultados apoyan el uso
medicinal que se le da a este arbusto.



INTRODUCCION.
PANCREAS

El pancreas se encuentra compuesto principalmente por dos tipos de tejidos, los
acinos cuya funcion es secretar jugos digestivos que posteriormente se transformaran
en el intestino, y los Islotes de Langerhans que a través de su secrecion endocrina
liberan insulina y glucagon hacia la sangre. Las células alfa, beta y delta de los islotes
de Langerhans secretan glucagén, insulina y somatostatina (Guyton y Hall, 1997),

respectivamente, cuyas funciones se analizaran a continuacion .
INSULINA

La insulina es una hormona de origen proteinico que ejerce determinados efectos
sobre el transporte de los metabolitos. Por ejemplo, a nivel muscular, tejido adiposo y el
corazon, esta hormona aumenta la permeabilidad de la membrana para facilitar el
ingreso de glucosa, aminoacidos, nucledsidos y fosfato a las células, desempefiando
una reaccion de transporte importante. No todos los tejidos responden sensiblemente a
la presencia de insulina para que ésta desempere una funcién de "transporte” como
sucede en el musculo, sino que en el higado y tejidos como el nervioso las membranas
son permeables al ingreso de glucosa. Sin embargo, durante la actividad fisica no se
hace necesaria la presencia de insulina para permitir el ingreso de los nutrientes a

través de la membrana en los tejidos (Guyton y Hall, 1997).
Las principales funciones de la insulina son:

a) Aumentar el transporte de glucosa al interior celular produciendo una

disminucion de la concentracion de glucosa en sangre.
b) Promover la glucogenogénesis.

c) Aumentar el trabajo de algunas enzimas como la glucogenosintetasa, por lo que

disminuye a su vez la glucogenolisis.

d) Promover la inhibicion de la lipasa, sensible a hormona presente en el

adiposito, evitando la hidrélisis de los triglicéridos almacenados



e) Aumentar el almacenamiento de triglicéridos, en el tejido adiposo.
f) Disminuir la concentracion de acidos grasos libres en el plasma.

g) Promover la activacion lipoproteinica de la lipasa presente en la membrana de

los capilares.
h) Facilitar el transporte de acidos grasos a los tejidos, especialmente el adiposo.

i) Promover el transporte de glucosa al adiposito para sintetizar a partir de ella,

acidos grasos.

La insulina también tiene efecto sobre el metabolismo de las proteinas. Por lo que la

insulina al igual que la glucosa y los acidos grasos, presenta las funciones adicionales
j) Aumentar el transporte de aminoacidos al interior de la célula.
k) Disminuir la neoglucogénesis.
I) Aumentar la actividad ribosomal promoviendo la sintesis de nuevas proteinas.

m) Aumentar la transcripcion del ADN celular, por lo que todos estos mecanismos,

disminuyen el catabolismo de las proteinas.

Aparentemente, la insulina y la hormona secretora de tiroxina (STH o tirotropina)
actuan conjuntamente para promover el crecimiento; esto quiza podria deberse a que
cada una de ellas permite la captacion de diferentes aminoacidos necesarios para el
crecimiento (Guyton y Hall, 1997).

CONTROL DE LA SECRECION DE INSULINA

Cuando las concentraciones normales de glucosa en sangre (70-100 mg/dl) se
incrementan de 2 a 3 veces de |lo normal (glucemia), la secrecion de insulina aumenta
10 veces en un lapso de tres a cinco minutos. Luego de 15 minutos aproximadamente,
la secrecion de insulina aumenta aun mas, no solamente por la descarga de insulina
preformada, sino también debido a una nueva hormona sintetizada por algun sistema

enzimatico. Asi como la insulina aumenta con gran rapidez frente al incremento de la

(]



glucemia, de igual manera desciende rapidamente cuando los niveles de glucosa en

sangre retornan a sus valores normales (Guyton y Hall, 1997)

Los aminoacidos, leucina, arginina y mezclas de aminoacidos también ejercen
estimulacion sobre la secrecion de insulina, pero de manera muy diferente a como lo
hace la glucosa. Sin embargo, cuando se administran conjuntamente aminoacidos y

glucosa, puede incrementarse aun mas la secrecion de la hormona.

Existen otros factores que estimulan la secrecion de insulina, tales como las
hormonas gastrointestinales (gastrina, secretina, colecistocinina, péptido gastrico
inhibidor), ya que mientras se van ingiriendo los alimentos, estas hormonas producen
una descarga "anticipatoria” de insulina a manera de preparacion para los nutrientes

que van a ser absorbidos (Guyton y Hall, 1997).
GLUCAGON

Hormona polipeptidica del pancreas, secretada a la sangre por las células alfa de los
islotes de Langerhans, constituye el principal mecanismo regulador de glucosa en
sangre. Es decir, cuando los niveles de esta aumentan, se produce una inhibicion en la
secrecion de glucagén y un aumento en la secrecion de insulina, mientras que cuando
la glucosa en sangre (glucemia) disminuye aumenta la secrecion de glucagdn y

disminuye la de insulina respectivamente.
Las funciones que lleva a cabo el glucagon son:

1) Promueven la glucogenolisis y la neoglucogénesis a partir de aminoacidos en el
higado, ya que estos dos procesos generan un aumento de los niveles de glucosa

disponibles para el organismo
2) Generan estimulacion de la lipasa sensible a hormona por lo que,
2.1) Promueve el desdoblamiento de triglicéridos e,

2.2) Incremento de la concentracion de acidos grasos en la sangre



El glucagon produce también un aumento en el catabolismo nitrogenado,
promoviendo asi un incremento en la pérdida de urea, creatinina y acido urico por la
orina (Hartman y col., 1996; Guyton y Hall, 1997).

REGULACION DE LA GLUCEMIA

A partir de lo expuesto anteriormente, se puede decir, entonces, que el higado
constituye un "sistema amortiguador de la glucemia” ya que al aumentar los niveles de
glucosa en sangre, se almacena inmediatamente por accion de la insuling, por lo que la
glucemia disminuye. Posteriormente cuando los niveles de glucosa y de insulina se
encuentran ya disminuidos, se produce un aumento en la liberacion de glucosa hacia la
sangre desde el higado por la accion glucogenolitica del glucagon por lo que la

glucemia retorna a sus valores normales (Hartman y col., 1996).

Por otro lado, existen otras hormonas que pueden ser secretadas para
contrarrestar el efecto de la disminucion de glucosa en sangre (hipoglucemia) como, por
ejemplo, la adrenalina secretada por la médula suprarrenal, que promueve la
glucogenolisis hepatica incrementando los niveles de glucosa en sangre. Si la
hipoglucemia se manifiesta en forma prolongada aumenta la secrecion de STH vy
cortisol disminuyendo la utilizacion de glucosa por la mayoria de las células del
organismo (Hartman y col., 1996; Guyton y Hall, 1997).

Los niveles de glucosa deben mantenerse constantes ya que la disminucion de la
glucemia afectaria particularmente al cerebro, la retina y el epitelio germinativo ya que
éstos utilizan la glucosa como nutriente para abastecerse energéticamente. Por lo
contrario, si los niveles de glucosa en la sangre fueran muy altos (hiperglucemia), se
produciria un incremento en la deshidratacion celular por el efecto osmoético de la
glucosa en la sangre; un aumento en la pérdida de glucosa por la orina y a
consecuencia de ello una disminucion de los liquidos y electrdlitos en el organismo por
un mecanismo de diuresis osmotica provocada a nivel del rindn (Hartman y col., 1996;
Guyton y Hall, 1997).



SOMATOSTATINA

La somatostatina también es descrita como una de las hormonas del hipotalamo
que se desempenfaba como factor inhibidor de STH. Las células delta de los islotes de

Langerhans secretan esta hormona, promoviendo:

« inhibicion de la secrecion de insulina y glucagon,

« disminucion de la motilidad del estomago, duodeno y vesicula biliar,
« disminucion de la secrecion y absorcion a nivel gastrointestinal

Por lo tanto, la somatostatina genera una disminucion en la asimilacion de los
alimentos y disminucién en la secrecion de insulina y glucagén para evitar la utilizacion
de los nutrientes absorbidos por los tejidos y su rapido agotamiento, por lo que estos

permanecen disponibles por un periodo mas prolongado (Hartman y col , 1996).

DIABETES.

El término Diabetes Mellitus (DM) describe un desorden metabdlico de etiologia
multiple caracterizado por una elevacion persistente de los niveles de glucosa en
sangre (hiperglucemia) junto a alteraciones en el metabolismo de los hidratos de
carbono, grasas y proteinas que ocurren como consecuencia de alteraciones de la
secrecion y/o en la accion de la insulina (Alberti y Zimmet, 1998)

EPIDEMIOLOGIA

La Diabetes Mellitus es una enfermedad crénica que afecta a un gran nimero de
personas, representando un problema personal y de salud publica de enormes
proporciones. La diabetes primaria que es la mas frecuente e importante (Diabetes
Mellitus Insulino Dependiente ( DMID) y la Diabetes Mellitus no insulino Dependiente
(DMNID) debe distinguirse de la Diabetes secundaria que comprende formas de
hiperglucemia asociadas a causas identificables como son: inflamacion del pancreas.
cirugias, tumores, ciertos farmacos, sobre carga de hierro (hemocromatosis) y algunos

trastornos genéticos.(Cotran y col, 1995).



DIABETES INSULINO DEPENDIENTE

Existe una carencia de insulina, por una reduccion de las células beta, que
implica tres mecanismos interrelacionados los cuales son: Susceptibilidad genética
debido a la alteracion de la regulacion inmunitaria, que predispone a ciertos individuos
al desarrollo de auto inmunidad frente a los antigenos de las células beta. Es decir,
reside entre los genes que codifican los antigenos de la clase Il, en la regién del
cromosoma 6 que alberga el complejo mayor de histocompatibilidad (HLA-D) que
activan o amplifican las reacciones autoinmunitarias frente a las células beta.
Autoinmunidad; trastorno primario de la inmunidad que conduce a reconocer a los
antigenos normales y a una cascada de agresiones que provocan la destruccion de las
células beta. Factores ambientales: Se sospecha que los virus son indicadores de
esta enfermedad, dichas infecciones son (sarampion, rubéola virus coxsackie B y
mononucleosis infecciosa) varias toxinas quimicas, estreptozotocina, aloxana
pentamidina (Foster, 1998).

DIABETES NO INSULINODEPENDIENTE

No ligada a ningun haplotipo del sistema HLA. Se caracteriza por un Déficit de
insulina la secrecion de insulina es normal en las primeras fases, posteriormente se
produce una hiperglucemia cronica, conocida como toxicidad de la glucosa, y se debe
en parte a la disminucion de los transportadores GLUT-2, que se va complicando por la
obesidad. Resistencia a la insulina Disminucion del nimero de receptores de insulina,
y existen defectos posreceptor con alteraciones en el sistema de senales, por una
disminucion de la sintesis de GLUT-4. (Foster, 1998).

En el mundo occidental se estima una prevalencia de DM conocida de entre el 1-
3% de la poblacion; estimandose que los casos de DM sin diagnosticar supone un 2-4%
de la poblacion, mientras que la de la DM2 se estima en un 2-6%. La prevalencia de
DM1 se estima en un 0,2% de la poblacion. De todas formas, parece ser dificil
establecer de forma precisa la prevalencia de la DM, al haberse utilizado muy
numerosos criterios para su diagndstico, alguno de los cuales ya no se admiten (Foster,
1998).



La DM aumenta significativamente al aumentar la edad de la poblacion; asi se
estima que alcanza el 10-15% en la poblacion mayor de 65 afios, y el 20% si se
considera soélo a los mayores de 80 anos.

A medida que se prolonga la evolucion de la enfermedad en numerosos
individuos, se produce una disminucién en la produccién de insulina que requiere Ia
administracion de suplementos de insulina para conseguir un adecuado control de la
glucemia, especialmente durante situaciones de estrés o enfermedad (Evans y Krentz,
1999). De manera que se estima que hasta un 50% de los pacientes con DM2, de forma
eventual, precisan del tratamiento con insulina para el control de la hiperglucemia
(Evans y Krentz, 1999).

La utilizacion de insulina en pacientes con DM2 ha sido un tema controvertido al
haberse relacionado la hiperinsulinemia, con la enfermedad aterosclerotica; asi, las
observaciones de algunos estudios epidemioldgicos sugieren la existencia de un mayor
riesgo de sufrir enfermedad cardiovascular entre los pacientes con DM que se relaciona
con la presencia de elevados niveles de insulinemia (Rosenstock, 2001; Haffner, 1999).
Sin embargo, no se dispone de ninguna evidencia que en forma directa relacione el
tratamiento con insulina con el desarrollo de ateroma o hipertension (Rosenstock, 2001,
Osei, 1999); adicionalmente, tampoco se ha puesto de manifiesto la existencia de un
mayor riesgo de sufrir infarto de miocardio entre los pacientes tratados con insulina.

El conocimiento del perfil de la glucemia puede ser util para establecer el
régimen especifico de insulina. En principio, debe administrarse al menos dos veces
diarias para mantener adecuados los niveles de insulina a lo largo del dia; algunos
pacientes precisan multiples (tres o mas) inyecciones diarias de insulina para conseguir
un adecuado control de la glucemia (Rosenstock, 2001). No existe ninguna pauta
estandarizada para la administracion de insulina en sujetos con DM; asi, su utilizacion
varia entre los profesionales y, si el médico es el mismo, varia entre los pacientes
(Alberti y Zimmet, 1998).

Los diferentes preparados de insulina estan formulados para proporcionar
diferentes tiempos de accion. La de menor accién es la insulina regular, administrada
por via subcutanea la cual inicia su accion a los 30 min, alcanzandose las

concentraciones maximas en 1-3 horas, siendo la duracion total de la accion de 1-3



horas. Las insulinas de accion intermedia (NPH o lenta) inician su accion a las 1-2,5
horas, alcanzandose concentraciones maximas a las 4-12 horas, siendo la duracion del
efecto de 18 a 24 horas (Foster, 1998).

1.1 FARMACOS HIPOGLUCEMICOS ORALES
SULFONILUREAS

Antidiabéticos orales, actuan fundamentalmente en la estimulaciéon de la célula
beta para la liberacion de la insulina, estos farmacos aumentan el niumero de receptores
de insulina en los tejidos y la utilizacion de glucosa estimulado por la insulina. Las
sulfonilureas solo son eficaces cuando hay secrecion endogena de insulina. En forma
aguda, aumentan la secrecion de células beta, cerrando los canales de potasio y
estimulando a demas la entrada de calcio, reduciendo asi los indices acelerados de

produccion hepatica de glucosa en la DM |

MECANISMO DE ACCION

Las sulfolinureas causan hipoglucemia al estimular la liberaciéon de insulina a
partir de las ceélulas pancredticas beta, a través de la reduccién de la glucosa
plasmatica, lo cual permite gue la insulina circulante tenga efectos mas pronunciados
sobre sus tejidos blancos tambien pueden estimular la liberacion de somatostatina y
pueden disminuir un poco la secrecion de glucagon. El efecto inicial de estos farmacos
consiste en aumentar la liberacion de insulina y reducir la glucosa plasmatica. (Hartman
y col, 1996). La formula general de los hipoglucemiantes orales se presentan a

continuacion
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Figura 1. Formula general de las A) sulfonilureas y B) Estructura de la
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Las funciones y derivados de los antidiabéticos se resumen en la siguiente tabla

glibenclamida

Aumentan la secrecion | Sulfonilureas Glibenclamida,Glipzida, Glimepirida

de la insulina Ciglitazona

Derivados del acido| Repaglinida

benzoico
Mejoran la accion|Biguanidas Metformina, Buformina o
periférica de la| Tiazolidindionas Trolitazona,Rosiglitazona,'lgit')glﬁézdna"

insulina

Retrasan la absorcion | Inhibidores de las alfas | Acarbosa, M"iﬁﬁfal

de poli y disacaridos | Glicosidasas

Tabla 1. Antidiabéticos Orales.



Los efectos secundarios son poco frecuentes, pero los predominantes son los
gastrointestinales (nauseas y vomito agranulosis, anemia aplastica y hemolitica) ,
dermatolégicos (purpura y prurito); otros efectos secundarios de las sulfonilureas
incluyen reacciones hematologicas (leucopenia, trombocitopenia, anemia hemolitica).
Se ha identificado ictericia colestasica mas a menudo con el uso de la clorpropamida,
también pueden inducir hiponatremia al potenciar los efectos de la hormona

antidiurética sobre los conductos colectores renales (Cotran y col. 1995).

BIGUANIDAS

Son antihiperglucemiante no hipoglucemiante, no causan liberacion de insulina, a
partir del pancreas ni producen hipoglucemia, incluso a dosis elevadas, su mecanismo
de accion se da, al parecer, en un aumento del efecto de la insulina en los tejidos
periféricos, asi como la reduccion de la produccion hepatica de glucosa debido a la
inhibicion de la gluconeogénesis. Los efectos adversos que provocan son molestias

abdominales, diarreas, nausea, sabor metalico y anorexia.

CIGLITAZONA, PIOGLITAZONA

No causan hipoglucemia en personas normales o diabéticas, reducen las
concentraciones plasmaticas de glucosa, insulina y lipidos después de la administracion
y reduce la resistencia a la insulina en higado, musculo esquelético y tejido adiposo, al

incrementar el nimero de transportadores de la glucosa (Hartman y col, 1996).

INHIBIDORES DE LA ALFA GLICOSIDASA

La acarbosa, reduce la absorcion intestinal de almidon, dextrina y disacaridos, al
inhibir el efecto de la «-glucosidasa, la inhibicion de esta enzima torna lenta la
absorciéon de los carbohidratos, el aumento pospandrial de la glucosa plasmatica
disminuye tanto en sujetos normales como en diabéticos. La acarbosa origina mala
absorcion, flatulencia y meteorismo abdominal.
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INSULINA

La insulina disminuye el nivel de glucosa sanguinea, aumentando la captacion
de glucosa y el metabolismo, por los tejidos periféricos (musculo y tejido adiposo) y
suprimiendo la produccién hepatica de glucosa. En el siguiente cuadro se resumen los
tipos de Insulina asi como la duracion del efecto.

| Tipo de insulina Inicio del efecto|Efecto maximo (h) |Duracion del efecto!
| (h) (h) |

Accion corta 12 2-5 58 _—]

(regular)
| Accion intermedia 1-3 612 1 16-24
(lenta) |

Accion  prolongada 46 820 | 2428 |
(ultra lenta)
Mezclas R7 712 1624 |
(70/30,50/50)

Tabla 2. El cuadro nos muestra las mezclas, los tipos de insulina y la duracion

del efecto.

La principal complicacion de la insulina es la hipoglucemia. Las consecuencias
de la hipoglucemia pueden ser mayores en las personas de edad avanzada. También
pueden presentarse lipodistrofias, formacion de anticuerpos e inclusive resistencia a la
insulina y alergias (Cotran y col. 1995)



1.2 PLANTAS CON ACTIVIDAD ANTIDIABETICA EN LA MEDICINA TRADICIONAL.

Actualmente la medicina tradicional esta teniendo un gran auge debido
principalmente a que las plantas medicinales son aplicadas con éxito en la vida diaria,
ya sea en forma de infusion, tintura, extracto, que son usadas en la terapéutica en base
a determinadas sustancias con efectos benéficos contenidas en ellas (Aguilar y
col,1994)

Las plantas medicinales contindan sirviendo como agentes terapéuticos tanto en
la medicina moderna como en la tradicional, las dudas acerca de la eficacia y
seguridad de agentes hipoglucemiantes orales han promovido la busqueda de farmacos
mas eficaces y seguros en el tratamiento de la DM.

Una gran variedad de remedios tradicionales a base de hiervas, han sido
utilizados para el tratamiento de la Diabetes Mellitus, y la medicina tradicional
representa nuevos caminos para tener medicamentos hipoglucemiantes alternativos
(Roman Ramos y col, 1991,1992,1995; Alarcon-Aguilar y col, 1998).

Los recursos terapéuticos empleados por la medicina tradicional herbolaria
constituyen una alternativa viable para el descubrimiento de nuevos medicamentos
hipoglucemiantes. Existen diversas plantas utilizadas en el control de la Diabetes
Mellitus, como son: Opuntia streptacantha (nopal), Ocimum sanctum, Momordica
charantia, Lepechinia cualescens (salvia), Musa sapientum (banana), Medicago sativa
(alfalfa),  Phaseolus vulgaris (frijol), Psacalium peltatum, Rhizophora mangle y
Tournefortia hirsutissima (niguilla) esta ultima con pocos estudios sobre el control de la

diabetes asi como de su composicion quimica.

1.3 BIOLOGIA DE Tournefortia hirsutissima, DESCRIPCION BOTANICA:

Tournefortia hirsutissima pertenece a la familia de las Boraginaceas; es un
arbusto trepador hirsuto, de hojas lanceoladas oblongas a elipticas u ovaladas, de 8-15
cm, acuminadas, asperas de arriba, flores monopétalas, blancas con el tubo de 4-5 mm,
en inflorescencia escorpoidea, fruto drupaceo con 4 nuececillas (Martinez, 1979). Enla

figura 2, se presenta una imagen del arbusto.
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Figura 2. ouf hirsutissima

1.4 Taxonomia de Tournefortia hirsutissima.
De acuerdo con Martinez (1979) y Lawrence (1951) la taxonomia de T.
hirsutissima es la siguiente;
Reino: Plantae
Divisién: Embriofita
Subdivisién: Angiosperma

Clase: Dicotyledoneae
Orden: Tubiflorae
Suborden: Boragineae
Familia: Boraginaceae
Género: Tournefortia

Especie: hirsutissima



1.5 SINONIMOS CIENTIFICOS.

Los sinénimos cientificos para T. hirsutissima que existen son los siguientes
(Wunderlin y Hansen, 2000):

Messerschmidia chrysanta

Messerschmidia hirsutissima

Tournefortia atha

Tournefortia bilbergiana Beurl.

Tournefortia elliptica

Tournefortia schomburgkii

1.6 DISTRIBUCION
En México, el arbusto de T. hirsutissima se localiza en Guerrero, Jalisco,

Morelos, Sinaloa, S. L. Potosi, Puebla, Oaxaca, Veracruz y Estado de México

1.7 ALGUNOS USOS DE Tournefortia hirsutissima.

En Sinaloa se le conoce como Tatachinole y se utiliza en el tratamiento de rifidn
y calculos renales; en Pahuatlan, Puebla se usa en el tratamiento de la hemorragia
vaginal (Aguilar y col., 1994). En el Estado de México se le denomina Lagrimas de San
Pedro y en Veracruz, especialmente en el Municipio de Naranjos-Amatlan, se le conoce

como niguilla y se usa en el control de la diabetes.

1.8 DESCRIPCION DEL AREA DE ESTUDIO

UBICACION GEOGRAFICA.

El Municipio de Naranjos — Amatlan, Veracruz se localiza a 21° 21" Lat. NE, 97°
41" Log. W a una altitud de 60 m.s.n.m con una superficie estatal total de 0.27%.
Situado en la zona Norte del estado, en la region de la Huasteca, presenta un relieve
montafioso que atraviesa la Sierra de Otontepec misma gue no rebasa los 500 m.s.n.m .
Al Municipio lo riega el rio Tancochin. En la figura 3, se presenta el mapa de ubicacién del

area de estudio.



Figura 3. Area de Estudio: Municipio, Naranjos- Amatlan, Veracruz.

CLIMA

Célido regular con una temperatura media anual de 23.5°C con lluvias
abundantes en verano, principios de otofio y fuerte precipitacion media anual 16.005
mm.
FLORA

El arbol dominante es el Chicozapote, Caoba y Pucte, realizandose
explotaciones de caoba y chicle.
LIMITE POLITICO

El Municipio de Naranjos, Veracruz colinda con los siguientes municipios: al norte
con Chinampa de Gorostiza, al sur con Tancoco y Tamiahua, al este con Tamiahua y
al Oeste con Tamalin, todos ellos del estado de Veracruz (INEGI,1997).

2. ANTECEDENTES

En México el grupo de Alarcon-Aguilar y col, (1998) probaron el efecto
antihiperglucémico de los extractos acuosos de 24 plantas mexicanas usadas como
antidiabéticas, de las cuales Guazuma ulmifolia, Tournefortia hirsutissima, Lepechinia
caulescens, Rhizophora mangle, Musa sapientume, Trigonella foenum graceum,
Turnera difusa, y Euphorfia prostrata disminuyeron la concentracion de glucosa en
sangre y/o el area bajo la curva de tolerancia a la glucosa. Entre ellas el extracto
acuoso de los tallos de T. hirsutissima redujo el pico hiperglucémico en un 21.7% y el
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area bajo la curva de tolerancia a la glucosa en un 18% a la dosis de 45 mg/kg
administrado intragastricamente a conejos temporalmente hiperglucemicos. En estos
experimentos se administré tolbutamida (40 mg/kg, via oral) como farmaco
hipoglucemiante control y redujo el pico de hiperglucemia en un 15.7% y el area bajo la
curva de tolerancia a la glucosa en un 16.6%.

3. JUSTIFICACION

Los diversos medicamentos hipoglucemiantes utilizados en la medicina moderna,
suelen tener efectos colaterales nocivos como son: vomito, mareos, taquicardia,
nauseas, entre otros.

Se han realizado investigaciones para encontrar farmacos hipoglucemiantes que
no tengan dichos efectos, sin embargo no difieren mucho de los originales, ademas de
ser farmacos de alto costo. Por lo que es necesario realizar la busqueda de nuevos
medicamentos con accion hipoglucemiante, y una buena alternativa son las plantas
utilizadas en la medicina tradicional, tal es el caso de Tournefortia hirsutissima que se
ha reportado a nivel empirico en algunas regiones del estado de Veracruz, para el
control de la diabetes, sin embargo no existen evidencias farmacologicas
experimentales que validen este uso. Razon por la cual nos planteamos el objetivo
siguiente:

4. OBJETIVO.
Determinar experimentalmente si los extractos acuoso y metandlico de las hojas

del arbusto Tournefortia hirsutissima tienen actividad hipoglucemiante en ratas

normales y en ratas diabéticas inducidas con aloxana.
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5. MATERIAL Y METODOS.
5.1 Adquisicion de la planta .
Las hojas de la Tournefortia hirsutissima se colectaron en el Municipio de Naranjos
Amatlan, Veracruz se trajo un arbusto pequeno y se deposité en el invernadero de la FES
Iztacala, UNAM.

5.2 Identificacion de la planta

Se colectaron la hojas frescas en el Invernadero de la FES lztacala. Se
prensaron y secaron, para su identificacion, la cual fue realizada por la Biol. Edith
Lépez Villafranco y se depositd un ejemplar en el herbario IZTA de la FES |ztacala para la

coleccion con el numero de registro 28220.

5.4 Material bioldgico.
Se utilizaron ratas Wistar machos, de 200-250 g de peso corporal, los cuales se

mantuvieron en cautiverio bajo un régimen de dieta estandar con toma libre de agua.

5.5 Elaboracion de los extractos acuoso y metanélico de las hojas frescas
1) Las hojas se pesaron y se licuaron con agua destilada a temperatura ambiente
durante 10 minutos.
2) Elextracto se filtro y se secd en un horno a una temperatura de 70°C durante 24
horas, aproximadamente.
3) Se determind el peso del extracto seco para después ser resuspendido en
solucién salina estéril al 0.9%.
4) Posteriormente, se determino el pH del extracto acuoso y se ajusté a 7.4 y se

se envasd en viales guardandose hasta el momento de ser utilizado
5.6 Fraccionamiento quimico del extracto acuoso.

Primero se preparo el extracto acuoso, para lo cual se pesaron 60 g de hojas
frescas de T. hirsutissima, se licuaron y se agregaron 100 ml de agua bidestilada,
posteriormente se filtré con papel Whatman # 1 secandose y pulverizandose el
extracto acuoso. Se procedid a realizar una extraccion con metanol (1:20 p/v) a

temperatura ambiente del extracto acuoso seco, se filtré y de igual manera se realizo un



secado del extracto metandlico. En seguida se disolvio el extracto metandlico y se
extrajo el preparado metandlico con cloroformo y se seco; posteriormente se agrego 10
ml de agua y se colocaron en viales para su posterior uso.

5.7 Prueba de tolerancia a la glucosa.

Para la prueba de tolerancia a la glucosa (Alarcon-Aguilar y col., 1998) se dio a
los animales una solucion de glucosa al 50% que se aplicé subcutaneamente (2 g de
glucosal/kg) Se obtuvieron muestras de sangre de las venas de la cola de las ratas
durante el periodo de ayuno y en intervalos de 15 min por 1 h después de inyectar la
glucosa. Los animales de cada grupo (n=5) recibieron por via oral:

Agua como control en el primer grupo;

Tolbutamida (40 mg/kg de peso) como farmaco de referencia para el segundo

grupo;

Extracto acuoso de las hojas (en dosis de 100 y 200 mg/kg)

5.8 Determinacién de la glucosa sanguinea

Las muestras de sangre se colocaron en las tiras reactivas y los niveles de
glucosa sanguinea se determinaron empleando el equipo del sistema ONE TOUCH
BASIC (Lifescan, Johnson & Johnson Co.). El principio del procedimiento es el
siguiente La glucosa y el oxigeno reaccionan en presencia de glucosa oxidasa
produciendo acido glucénico y peroxido de hidrégeno. Posteriormente el peroxido de
hidrogeno oxida a los colorantes, en una reaccion mediada por la peroxidasa,
produciendo un color azul (Marks y Dawson, 1965). La intensidad de este color es
proporcional a la concentracion de glucosa en la muestra.
Composicion, cada cm de la tira reactiva contienen los ingredientes reactivos en las

siguientes concentraciones:

-Glucosa oxidasa 14Ul
- Peroxidasa 11Ul
-3-metil-2-benzotiazolinona clorhidrato de hidrazona 0.06 mg

-Acido 3-dimetilaminobenzoico 0.12 mg



6. PRUEBAS FITOQUIMICAS.
Prueba de Mayer (reaccion genérica para reconocimiento de alcaloides ).

Disolver 1.36 g de HgCl > en 60 mL de H;0; y 5 g de Kl en 10 mL de H;0; se
mezclan las dos soluciones y se aforan a 100 mL con agua destilada. Se usa sobre
soluciones aciduladas con HCI o H.SO4 diluidos (s6lo usar unas gotas).

Coloracién con el reactivo de Emerson. (Reaccidn genérica para reconocimiento
de coumarinas).

Reactivo de Emerson : Na,COs3 al 0.5%, 4- aminoantipirina al 0.9%, ferrocianuro
de potasio al 5.4% en agua destilada.

Prueba de Salkowsky (reaccion genérica para reconocimiento de esteroles)

1.2 mg de muestra del extracto acuoso seco en 1 ml de cloroformo, se ponen en
contacto con 1 ml de H.SO4. La reaccidon positiva produce coloraciones amarillas o
rojas
Prueba de Shinoda (Reaccion genérica para reconocimiento de flavonoides).

Se utiliza una pequena muestra del extracto, 1 trozo de magnesio y unas gotas
de HCI concentrado. La reaccion positiva produce coloraciones rojizas, rojo-azulosas o
violetas en presencia de flavonas.

Prueba de Baljet (reaccién genérica para reconocimiento de sesquiterpenlactonas).

En un tubo de ensaye de 4 x 50 mm o un microcrisol se coloca una gota de
solucion metandlica de clorhidrato de hidroxilamina 2N con una gota de solucion
metandlica de hidroxido de potasio. La mezcla se calienta en un micromechero por
espacio de 1 a 2 minutos, se enfria, se acidula con HCI 0.5 N se afade una gota de

FeCls al 1%, la reaccién positiva produce coloraciones violaceas. (Dominguez, 1979).

Andlisis estadistico.
Los datos se expresaron como la media + error estandar de la media. Se aplico

una prueba de “t" de Student, para detectar diferencias estadisticas entre los grupos.



8. RESULTADOS.

Rendimiento de las hojas frescas de Tournefortia hirsutissima
El rendimiento de los diferentes extractos obtenidos (acuoso, metanolico y
cloroférmico) de la hojas frescas de 7. hirsutissima se muestra en la tabla 3. La fraccion

metanadlica corresponde al 9.74% del peso de las hojas de la planta.

| Extractos Hojas %
[Fraccionamiento |50 g 100%
iAcuoso 19g 38%
?'Ma'ta’ﬁé'n}';?' 487g 9.74%
[ Cloroférmico  [0.38g | 0.76%

Tabla 3. Rendimiento de Tournefortia hirsutissima, al realizar el fraccionamiento.

Pruebas fitoquimicas de las hojas frescas de Tournefortia hirsutissima
La Tabla 4, muestra los resultados de las pruebas fitoquimicas a través de
reacciones coloridas realizadas al extracto acuoso de las hojas, para la identificacion de

metabolitos secundarios vegetales, que indican la presencia de esteroles.

Prueba Reconocimiento de esteroles (+)
Salkowsky

Antraquinonas | (-)
P_ Shinoda Reconocimiento de flavonoides (- ) |
P. Baljet Rec. de Sesquiterpenlactonas (-) |
P. Meyer Rec. de Alcaloides "'__W‘

Tabla 4. Pruebas fitoquimicas realizadas a las hojas frescas de Tournefortia

hirsutissima.
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1.- Curva de hiperglucemia en ratas control.

En ratas con un periodo de 18 h de ayuno se encontré una glucemia de 44 + 4
mg/dl. Después de proporcionar una carga de glucosa (2 g/kg, via s.c.) se cuantificaron
las concentraciones sanguineas de glucosa cada 15 min y se observé que a los 15 min
se presenta el pico de hiperglucemia en organismos control (157 + 22 mg/dl), es decir.

un incremento del 200% (Grafica 1).
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Grafica 1. Curva de tolerancia a la glucosa en ratas control (n=5)



2.- Efecto del extracto acuoso de T. hirsutissima sobre la hiperglucemia en ratas
normales.

A organismos con previo ayuno de 18 h se les administro el extracto acuoso (100
mag/kg, v.0) de hojas frescas de T. hirsutissima 20 min antes de darles la carga de
glucosa; se observo una reduccion del pico de hiperglucemia a los 15 min, del 19%. El
grupo control a los 15 min alcanzé 123 + 7.5 mg/dl de glucosa en sangre y los

organismos tratados con el extracto acuoso 100 + 5.4 mg/dl (Gréfica 2).
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Grafica 2. Efecto del extracto acuoso (100 mg/kg v.0) hojas de T. hirsutissima en ratas

con ayuno (n = 5; * p< 0.05 comparado con el control).

22



3.- Efecto del extracto acuoso de T. hirsutissima sobre |la hiperglucemia en ratas
normales.

A organismos con 18 h de ayuno, se les administré el extracto acuoso (100
mg/kg, v.0) de hojas de T. hirsutissima frescas 90 min antes de darles la carga de
glucosa (2 g/kg, via s.c.) y se notd una reduccién del pico de hiperglucemia, gue se
observo a los 15 min, del 58%. El control mostré 163 + 14 mg/dl de glucosa sanguinea

y al grupo que se trato con el extracto acuoso 62 .8 + 3.6 mg/dl (Grafica 3).

~ 180 =
3 ,_
=)

Ew| |
: 108 /
S 72 /é ;
8 |
el B
.l B

ctrli 0 ctrl 15

Grafica 3. Efecto del extracto acuoso (100mg/kg) de las hojas frescas de T. hirsutissima

(90 min antes) en ratas en ayunas (n = 5, * p< 0.05 comparada con el control a los 15

min).
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4.- Efecto del extracto acuoso de T. hirsutissima sobre la hiperglucemia en ratas
normales.

A organismos con previo ayuno de 18 h se les administré el extracto acuoso de
hojas frescas de T. hirsutissima 90 min antes de darles la carga de glucosa, se observo
una reduccion del pico de hiperglucemia a los 15 min, del 44%. El grupo de ratas control

mostré 122 + 7.6 mg/dl de glucosa en sangre y el grupo tratado con el extracto acuoso
alcanzd 68.5 + 3.9 mg/dl (Grafica 4).
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Grafica 4. Efecto hipoglucémico del extracto acuoso (100 mg/kg, v.o.) de T.
hirsutissima, con pretratamiento de 90 min en ratas con periodo de ayuno (n = 5;

* p < 0.05 comparado con el control a los 15 min).



5.- Efecto de los extractos acuoso hervido de las hojas de T. hirsutissima sobre la
hiperglucemia en ratas normales.

Se sometieron a organismos a 18 h de ayuno y se les administré el extracto
acuoso hervido (por 10 min) de las hojas frescas de T. hirsutissima 90 min antes de
darles la carga de glucosa y se observo una reduccion del pico de hiperglucemia a los
15 min, 55% del extracto acuoso hervido. El grupo control alcanzé 165 + 14 mg/dl de
glucosa en sangre; mientras que el extracto acuoso hervido presentd 68 + 3 mg/dl
(Gréfica 5).
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Gréfica 5. Efecto hipoglucemiante del extracto acuoso hervido (100 mg/kg, v.0) de las

glucosa sanguinea (mg/dl)
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hojas de T. hirsutissima (n = 5, * p< 0.05 comparado con el control a los 15 min).



6.- Efecto del extracto metandlico de las hojas de T. hirsutissima sobre la
hiperglucemia en ratas normales.

Se sometieron a organismos a 18 h de ayuno y se les administro el extracto
metanolico (100 mg/kg, v.0) de las hojas frescas de T. hirsutissima 90 min antes de
darles la carga de glucosa y se observo una reduccion del pico de hiperglucemia a los
15 min, 50% del extracto metandlico. El grupo control alcanzé 165 + 14 mg/dl de

glucosa en sangre; el extracto metandlico lo redujo a 72.5 + 5.4 mg/d| (Grafica 6).
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Grafica 6. Efecto hipoglucemiante del extracto metandlico (100 mg/kg, v.0) de las

hojas de T. hirsutissima (n = 5; * p< 0.05 comparado con el control a los 15 min).
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7. Pérdida de peso en ratas diabéticas inducidas con aloxana (175 mg/kg)

Entre los signos de la diabetes se presenta la pérdida de peso, por lo que a 20
ratas se les indujo diabetes con aloxana ( 175 mg/kg, via i.p.) por 3 dias (Jaouhari y
col., 2000) y se registro la pérdida de peso. Observamos una disminucion del peso del
30%, ya que esta diabetes es severa y al comienzo del tratamiento se registro un peso
de 306 + 4.3 gy alfinalizar 259 + 8.2 g (Gréfica 7).
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Grafica 7. Pérdida de peso en ratas diabéticas inducidas con aloxana (175 mg/kg)
(n = 20) durante los 6 dias de estudio.



8. Otros signos clasicos de Diabetes en ratas tratadas con aloxana

Los signos de la diabetes son: el aumento en la ingesta de agua (polidipsia)

aumento en la ingesta de alimento (polifagia) y aumento en la excrecién de orina

(poliuria), por lo cual se valoraron estos eventos en ratas control y en ratas diabéticas al

sexto dia durante 20 h, observamos un aumento de 6 veces en la eliminaciéon de orina,

el doble en el consumo de agua y un 20% en la ingesta de alimento (Tabla 5).

| Organismos | Excrecién de Consumo de Consumo de Glucosa

i Orina agua alimento sanguinea

] (ml/20 h) (mli/kg) (mi/kg) (mg/dl)
|_D_iabéti¢'os ¥ 257 27713 - 7571 | 432+285
[Control 39 131.94 6324 | 127 +582 |

Tabla 5. Comparacién del consumo de agua, alimento y excrecion de orina en ratas

normales y diabéticas durante 20 horas



9. Curva de tolerancia a la glucosa en ratas diabéticas.

Para conocer el manejo de la glucosa sanguinea en ratas diabéticas inducidas
con aloxana (175 mg/kg, i.p., por 3 dias) se realizo una curva de tolerancia a la glucosa
al séptimo dia de la aplicacion del agente. Se les encontré una glucemia de 101.5 +
12.5 mg/dl después de un ayuno por 18 h. Se les aplicd una carga de glucosa al 50%
(2 mgrkg, via subcutanea) y se observo que a los 30 minutos se duplico la glucosa en
sangre (220 + 0.7 mg/dl) y continud ascendiendo. En una hora se registré una glucemia
de 300 + 15.7 mg/dl que llegd a los 450 mg/dl a los 90 min (Grafica 8).
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Gréfica 8. Curva de tolerancia a la glucosa en ratas diabéticas inducidas con aloxana
175 mg/kg (i.p.) por 3 dias (n = 20).



10. Efecto del extracto acuoso de T. hirsutissima en ratas diabéticas.

Para probar el efecto hipoglucemiante del extracto acuoso en ratas diabéticas,
primero se les indujo la patologia durante 3 dias con aloxana (120 mg/kg, i.p.) y al
septimo dia, después de un periodo de ayuno de 18 h se les determind la glucosa en
sangre que fue de 120 + 64.35 mg/dl y enseguida se les administro el extracto acuoso
(200 mg/kg, v.0.) de T. hirsutissima; una hora después se les dio la carga de glucosa
(2 glkg, s.c.) y se registro la glucemia cada hora. En la primera hora el control se
encontraba en 300 + 25 mg/dl y a la segunda hora aumento a 320 + 4.7 mg/dl, mientras
que el grupo que recibio el extracto acuoso registro a la primera hora una glucemia de
200 + 34 mg/dl y a la segunda hora estaba al nivel basal (menos de 120 + 15 mg/dl),

por lo que se registré una reduccién de la hiperglucemia del 66% (Grafica 9).
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Grafica 9. Efecto del extracto acuoso de T. hirsutissima sobre la hiperglucemia en ratas
diabéticas inducidas con aloxana (120 mg/kg). ratas diabéticas control (0) y tratadas

con el extracto acuoso (0) (n =10; *p < 0.05 comparado con el control a las 2 hr).



11- Efecto del extracto acuoso de T. hirsutissima sobre la hiperglucemia en
ratas diabéticas

A organismos normoglucémicos y diabéticos en ayuno por un periodo de 18 h se
les dio (2 g/kg, s.c de glucosa) el grupo control con hiperglucemia temporal mostro un
glucemia a los 15 min, de 157 + 22.4 mg/dl y a la hora de 94 + 8 mg/dl y las ratas
tratadas con aloxana alcanzaron a los 15 min 143 + 20.5 mg/dl y a la hora de 212 + 34
mg/dl mientras que el grupo al que se le administré el extracto acuoso registro a los 15

minutos 88 + 3 mg/dl y a la hora 120 + 19 mg/dl es decir redujo hasta un 100%
(Gréafica 10).
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Grafica 10. Efecto hipoglucémico del extracto acuoso de hojas de T. hirsutissima,
administrado 90 min antes, en ratas ayunadas y tratadas con aloxana, control con
hiperglucemia temporal (0), ratas diabéticas control (a) y diabéticas con extracto

acuoso (0) (n=10; * p < 0.05 comparado con el control a los 15 min y a la hora)



12. Efecto del extracto metandlico en ratas diabéticas.

A organismos sometidos a un periodo de ayuno por 18 h se les administro el
extracto metandlico (200 mg/kg v.0) 1 h antes de la carga de glucosa ( 2 g/kg s.c.) y se
observé que el grupo al que se le administré el extracto metanolico no tuvo efecto asi
como el grupo al que se le administré tolbutamida (farmaco de referencia, 40 mg/kg
v.0.) (Grafica 11).
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Grafica 11. Efecto del extracto metandlico (100 mg/kg, v.0) y la tolbutamida (40 mg/kg,
v.0.) en ratas diabéticas inducidas con aloxana ( n = 5; *p < 0.05 comparado con el

control a los 60 min).



13. Efecto del extracto cloroférmico de las hojas de T. hirsutissima sobre la
hiperglucemia temporal en ratas.

Se probé el efecto de los extractos metanolico y cloroférmico de las hojas frescas
T. hirsutissima (con pretratamiento de 90 min, por via oral ) en ratas hechas diabéticas
con aloxana (175 mg/kg, por 3 dias). Se hizo la prueba de tolerancia a la glucosa y se
observé que los extractos metanolico y cloroférmico no redujeron la glucemia (Grafica
12)
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Grafica 12. Efecto de los extractos metandlico (0) y cloroférmico (o) de las hojas frescas
T. hirsutissima (S0 min antes) en ratas hechas diabéticas con aloxana 175 mg/kg El
grupo control tratado con el vehiculo (0 ) (n=5)



DISCUSION.

Después de realizar la investigacion bibliografica sobre los efectos bioldgicos de
Tournefortia hirsutissima no encontramos trabajos experimentales farmacologicos que
validen el uso que le da la poblacion de Naranjos-Amatian, Ver., a las hojas de este
arbusto en el tratamiento de la diabetes. Alarcon-Aguilar y col. (1998) mostraron el
efecto antihiperglucémico del extracto acuoso de los tallos (45 mg/kg, v.0) de T.
hirsutissima ya que disminuyo en un 21.7% el pico de hiperglucemia en conejos
normales.

Curva de tolerancia a la glucosa.
En las ratas normales observamos que después de la carga de glucosa de 2 g/kg (s.c.)
el pico de hiperglucemia se presentd a los 15 min y tuvo una magnitud del doble del
valor inicial después de un periodo de ayuno de 18 h. A los 30 min el nivel de la
glucemia ya habia descendido seguramente debido a la utilizacion de la glucosa en las
células musculares y en las células hepaticas; de 45 a 60 min la glucemia ya habia
regresado y se mantuvo en los valores normales para ratas sin periodo de ayuno.

El rapido descenso de la glucosa por los organismos normales se debe a un
aumento del ritmo de su utilizacion por los tejidos, inducido por una secrecién elevada
de insulina y una disminucion del glucagon por parte del pancreas, como respuesta al

elevado nivel de glucosa de la sangre (Lehninger, 1990).

Efecto hipoglucemiante de las hojas de T. hirsutissima.

En ratas normales sometidas a un periodo de ayuno de 18 h se administro el
extracto acuoso de las hojas de T. hirsutissima en la dosis de 100 mg/kg (v.0.) 20 min
antes de la carga de glucosa y se observo una reduccion del 19% del pico de
hiperglucemia. Cuando el tratamiento se dio 90 min antes de la carga de glucosa el
efecto fue mayor (44% de reduccion). Esto indica que el extracto acuoso de las hojas
de T. hirsutissima tienen actividad hipoglucemiante y que el efecto es mayor si se
permite que el o los componentes activos se absorban completamente dando un tiempo



de pretratamiento de 90 min al administrarlo por via oral. El hecho de que el extracto
acuoso muestre su efecto por via oral nos indica que los principios activos resisten el
transito por el tracto digestivo, es decir, el pH acido del estémago y las enzimas
digestivas. Por ello, consideramos que la sustancia activa no es una proteina que bajo
estas condiciones se desnaturalizaria perdiendo su conformacion activa y su efectividad
terapéutica o incluso seria degradada. Esta es la razén por la que la insulina no se
administra por via oral sino parenteral, de manera que evite su paso por el tracto
digestivo. También, el hecho de que extracto acuoso de esta planta mantenga su
efectividad cuando se somete a ebullicion confirma que la sustancia activa no es una
proteina que a altas temperaturas se desnaturaliza y por lo tanto se trata de una
sustancia estable al calor. Ahora, que la fraccion metandlica del extracto acuoso
muestre efectividad sugiere que los principios activos son metabolitos secundarios.
Entre los metabolitos secundarios vegetales con efecto hipoglucemiante estan los
flavonoides, los triterpenos y las coumarinas (Marles and Fansworth, 1995; Oiewole,
2002).

El efecto hipoglucémico del extracto podria deberse a una inhibicion del proceso
de degradacion del glucdgeno (glucogendlisis) o de induccion de su sintesis

(glucogenogénesis); ambos procesos son efecto de la insulina.

Organismos diabéticos por induccién con aloxana.

Para tener un modelo experimental en el cual poder estudiar si el extracto
acuoso de las hojas de T. hirsutissima tiene efecto antidiabético se trataron ratas con
aloxana (175 mg/kg, i.p., por 3 dias) lo que produce una diabetes severa (glucemia de
450 mg/dl) y 120 mg/kg (i.p., por 3 dias) que produce una diabetes moderada (glucosa
250 mg/dl). Este agente actua a través de |la generacion de especies reactivas de
oxigeno e incremento en la peroxidacion de lipidos que danan a las células beta
pancreaticas.

Otra gran distorsion del metabolismo de la glucosa en la diabetes consiste en el
cese casi completo de la conversion de la glucosa en acidos grasos por la via de la
acetil-Coenzima A. Tal vez hasta un tercio del total de los gltcidos ingeridos pueden

convertirse en acidos grasos y, por tanto, en triglicéridos, en el higado y en los



depdsitos de grasa de los animales normales (Grover y col., 2000). La aceleracion de
la gluconeogénesis a partir de los aminoacidos y la inhibicion de la sintesis de acidos
grasos a partir de glucosa indican que el metabolismo del organismo diabético esta
afinado para mantener la mayor concentracion posible de glucosa en la sangre, a pesar
de que su nivel sanguineo pueda exceder en mucho el umbral renal para la glucosa. La
pérdida constante de glucosa por la orina de los diabéticos, gran parte de la cual se
forma a expensas de los aminodacidos ingeridos o de la proteina corporal, explica la
permanente sensacion de hambre y la pérdida de peso en los diabéticos graves
(Lehninger, 1990).

Para corroborar que los organismos estaban diabéticos, se realizo un registro de
la cantidad de agua, alimento y excrecion de orina durante 20 horas La glucemia en
ayunas puede alcanzar varias cifras superiores a las normales, ya que cuando la
concentracion de glucosa circulante supera el umbral renal, se produce glucosuria, lo
que ocasiona diuresis osmatica y por lo tanto poliuria, provocando una intensa pérdida
de agua y electrolitos, lo cual promueve una sed intensa, polidipsia, y aumento del

apetito.

Tolerancia a la glucosa en ratas diabéticas.

Para conocer el manejo de la glucosa sanguinea en ratas diabéticas inducidas
con aloxana (175 mg/kg, i.p., por 3 dias) se realizo una curva de tolerancia a la glucosa
al séptimo dia de la aplicacion del agente. Se observé que a las 2 h la glucemia fue de
450 mg/dl mientras que en organismos normales la glucemia regresa a su nivel normal
a los 30 min.

Por ofra parte, los diabéticos muestran un incremento mucho mayor de
concentracién de glucosa en sangre, que ya inicialmente es superior al normal.
También muestran un periodo mas prolongado de hiperglucemia y un descenso mas
lento. Después de la prueba de administracion de una dosis de glucosa también
pueden manifestar glucosuria (aumentada).

Los tejidos periféericos de los animales diabeticos funcionan de un modo
deficiente en la extraccion de hexosas de la sangre con niveles normales de glucosa

sanguinea. Sin embargo, si se aumenta la glucosa sanguinea hasta niveles elevados,

i



como los presentes en la diabetes grave (hasta 500 mg/dl) la absorcién de glucosa

resulta sustancialmente incrementada llegando a presentar un ritmo casi normal

Efecto antidiabético del extracto acuoso de las hojas de T. hirsutissima.

El extracto acuoso de las hojas de T. hirsutissima también probo su efectividad al
usarlo en el tratamiento de ratas diabéticas inducidas con aloxana (120 mg/kg).

Cuando se probo la tolerancia a la glucosa en ratas con diabetes severa con
aloxana (niveles de glucemia superiores a 400 mg/dl), los extractos metanolico y
cloroférmico de las hojas frescas T. hirsutissima no redujeron la glucemia. Esto puede
indicar que el mecanismo de accion de T. hirsutissima se da a través de la induccion de
la liberacién de la insulina, lo cual requiere de al menos un 30% de células
pancreaticas funcionales y en esta diabetes severa seguramente el pancreas se
encuentra con un dafo mucho mayor. Para probar que el extracto induce la liberacion
de la insulina, mas no su sintesis, se emplearian otros sistemas experimentales, como
el de células pancredticas beta aisladas y la determinacién de la insulina en las células
y en el medio de cultivo por técnicas de radicinmunoanalisis (Chattopadhyay, 1999).

El mecanismo de accion no se conoce hasta el momento y el efecto
hipoglucémico puede deberse a algunas de las siguientes razones: incremento en la
liberacién de la insulina pancredtica, absorcion reducida de la glucosa desde el
intestino o un incremento en la captacion de la glucosa en los tejidos periféricos (Aviar y
col., 2001). La inhibicién de la captacion de glucosa puede deberse a la accién de
fibras de la planta o a la inhibicion del transportador de glucosa (Sugandhika y col.
2000; Benwahhoud y col., 2001; Peungvicha y col., 1998).

La fitoquimica que se realizo al extracto acuoso de las hojas de T. hirsutissima
nos indica que presenta metabolitos secundarios, principalmente esteroles. En el
género Tournefortia se han encontrado metabolitos secundarios como alcaloides,
flavonas, triterpenoides y cinamatos de acuerdo con las investigaciones realizadas por
Ogihara y col. (1997) a Messerschmidia (Tournefortia) argentea.

Actualmente, es muy dificil esbozar alguna conclusion légica sobre el mecanismo
de accion de tan diversa mezcla de compuestos quimicos contenidos en el extracto

acuoso usado en este estudio. En el presente, los constituyentes quimicos exactos del



extracto de la planta que son especificamente responsables del efecto hipoglucémico
de las hojas de T. hirsutissima permanecen en especulacion. Sin embargo, si la
hipdtesis de Marles and Farnsworth (1995) la cual indica que las plantas que contienen
terpenoides y/o coumarinas poseen actividades hipoglucémicas en animales diabéticos
y normales es correcta, seria razonable sugerir que, al menos en parte, el efecto
hipoglucémico de las hojas de T. hirsutissima puede deberse a los terpenoides
presentes en la planta (Ogihara y col., 1997). Uno o mas de los otros constituyentes
quimicos de la planta (Tabla 4) es también probable que contribuya al efecto
hipoglucémico del extracto acuoso de las hojas. Por ahora, sin embargo, el mecanismo
de la accion hipoglucémica de la planta no se conoce.

Aungue el efecto hipoglucémico de los terpenoides parece involucrar la
estimulacion de la células pancreaticas beta y la subsecuente secrecion de insulina, el
mecanismo de accion de las coumarinas probablemente involucra hepatotoxicidad
(Marles and Farnsworth, 1995). Las coumarinas son hepatotdxicas en ratas y perros,
donde se metabolizan a través de la via de la 3-hidroxicoumarina a metabolitos
reactivos de quinona que se unen covalentemente a las proteinas microsomales. En
humanos y otros primates, las coumarinas se metabolizan a través de la via de la 7-
hidroxicoumarina a conjugados con acido glucurénido que son rapidamente excretados
del cuerpo y no ocurre hepatotoxicidad en seres humanos.

Otros metabolitos secundarios que tienen efectos hipoglucemiantes son los
flavonoides como la epicatequina (1mM) que incrementa la secrecién de insulina de los
islotes de Langerhans aislados de rata, en presencia de glucosa 2 mM (Hii y Howell,
1984). Kameswara y col. (2001) encontraron epicatequina en Pterocarpus santalinus

que presento efecto hipoglucemiante.



CONCLUSIONES.

Hasta el momento, de nuestros resultados experimentales podemos concluir lo
siguiente:

Los extractos acuoso y metandlico de las hojas frescas de la planta T.
hirsutissima tienen actividad hipoglucemiante en ratas normales y en ratas
diabéticas.

El principio(s) activo(s) es estable al calor, por lo cual no se trata de una
sustancia de naturaleza proteinica.

El extracto cloroférmico no mostro el efecto hipoglucemiante en ratas tratadas
con aloxana, pero si en ratas con hiperglucemia temporal.

Se recomienda el extracto acuoso de las hojas frescas de T. hirsutissima para el

control de la diabetes.
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