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1. Resumen

El estudio de plantas medicinales dirigido a la generaciéon de medicamentos
herbarios de eficacia terapéutica confirmada cientificamente (fitofarmacos) para el
control de las enfermedades crénico-degenerativas, como el cancer y la diabetes mellitus
tipo 2, es apremiante debido al escenario clinico mundial.

Se eligié6 Euphorbia dioeca Kunth que pertenece a la familia Euphorbiaceae,
caracterizada por su diversidad fitoquimica, para desarrollar los estudios fitoquimico y
farmacolégico, utilizando los extractos hexdnico, diclorometanico, metanélico y acuoso.

Se realizé6 un estudio fitoquimico para identificar los principales grupos de
metabolitos secundarios y cuantificar los compuestos fendlicos presentes, siendo los
extractos metanoélico y acuoso los de mayor complejidad fitoquimica, detectandose una
mayor concentraciéon de compuestos fenodlicos, entre los que destacan los flavonoides,
fenoles y taninos.

Se hizo una prueba de citotoxicidad en lineas celulares tumorales, evaluando el
efecto de los extractos en carcinoma nasofaringeo (KB), carcinoma de colon (COLON) y
carcinoma de cérvix (UISO), donde ninguno de los extractos de E. dioeca presentdé un
efecto citotdxico.

Los extractos metandlico y acuoso no produjeron alteraciones fisiologicas o
conductuales al evaluarlos a través de la prueba de toxicidad aguda.

Los extractos metandlico y acuoso de E. dioeca presentaron altos porcentajes de
inhibicion de o-glucosidasas in vitro en el ensayo a 2 mg/ml (785% y 56.7%
respectivamente), evaluando homogenado de epitelio intestinal de rata (BBP); de la
misma manera, la dosis efectiva para inhibir al 50% las a-glucosidasas (EDso) fue baja
(0.432 mg/ml para el extracto metanoélico y 0.527 mg/ml para el extracto acuoso).

Por altimo, se realiz6 curva de tolerancia al almidén utilizando ratas cepa Long
Evans diabetizadas, evaluando los extractos metanoélico y acuoso, los cuales evitaron el
incremento de glucosa en sangre después de su ingestion (picos hiperglicémicos
posprandiales).

Los principios activos responsables de la actividad inhibitoria de a-glucosidasas
se encuentran posiblemente relacionados con la presencia de compuestos fenélicos. Con
base en estos resultados se puede proponer a E. dioeca como una planta potencial en la

elaboracién de un fitofarmaco para el control de la diabetes mellitus tipo 2.



1.1. Abstract

The study of medicinal plants aimed to phytopharmaceutical development for
the treatment of chronic-degenerative diseases, as cancer and type 2 diabetes mellitus, is
imperative due world’s clinical background.

Euphorbia diceca Kunth belongs to family Euphorbiaceae, characterized by their
great phytochemical diversity, was chosen for develop a phytochemical and a
pharmacological studies using the hexane, dichloromethane, methanol and aqueous
extracts.

A phytochemical study was carried out for identify the secondary metabolites
principal groups and quantify the phenolic compounds, being the methanolic and the
aqueous the most phytochemically complex extracts, presenting flavonoids, phenols,
tannins, and a greater concentration of phenolic compounds.

A cytotoxicity assay was performed in tumoral cell lines, evaluating
nasopharyngeal carcinoma (KB), colon carcinoma (COLON) and cervical carcinoma
(UISO), but none of the E. dioeca extracts displayed a cytotoxic effect.

Also, an acute toxicity test was achieved in where the methanolic and the
aqueous extracts were reviewed, without observing any physiological or behavioral
disturbance.

An alpha-glucosidase in vitro inhibition assay at 2 mg/ml was fulfilled using rat
brush border particles (BBP), finding that the E. diceca methanolic and the aqueous
extracts exhibit a high enzymatic inhibition percentage (78.5% y 56.7% each one); also
the 50% alpha-glucosidases inhibition standard dose (EDso) presented low values (0.432
mg/ml for methanolic extract and 0.527 mg/ml for aqueous extract)

Finally, a starch tolerance assay was performed using diabetic Long Evans rats,
analyzing the methanolic and the aqueous extracts, resulting in an avoidance of
postprandial hyperglycemia peaks.

The active principles responsible of the alpha-glucosidase inhibitory activity are
probably related with the presence of phenolic compounds. With those results E. dioeca
could be proposed as a potential plant for the development of a type 2 diabetes mellitus

control phytopharmaceutical.



2. Introduccion

Las plantas medicinales actualmente juegan un papel preponderante para la
humanidad, ya que un gran porcentaje de la poblacién recurre a la medicina tradicional
para resolver sus problemas de salud (OMS, 2000).

Este escenario es muy comun en los paises en desarrollo, los cuales poseen un
conocimiento milenario en el uso de plantas de caracter medicinal; tan solo nuestro pais
posee alrededor de 3352 especies de plantas medicinales (Linares, et al., 1990).

No obstante todo éste conocimiento acumulado, la practica de la medicina
tradicional es constantemente relegada y se ha visto obligada a sobrevivir debido a las
politicas gubernamentales en materia de salud, las cuales insisten en dar a la medicina
alopética una prioridad absoluta, con la tendencia de reducir al minimo el conocimiento
tradicional.

Esta vision acerca del uso de plantas medicinales no es compartida por los paises
desarrollados, los cuales generan constante investigacién farmacolégica y producen
medicamentos a partir de las plantas medicinales; ya sea para la extraccion de
compuestos activos, base de farmacos sintéticos, asi como para generar fitofdrmacos
(OMS, 2000).

El interés por el desarrollo de fitofdarmacos es creciente, ya que presenta una
alternativa a los medicamentos alopéticos con una carga mucho menor de efectos
secundarios. Los fitofarmacos antigripales, para problemas digestivos y circulatorios
son los mas recetados, sin embargo existe un creciente interés en el desarrollo de
fitofarmacos que ayuden al control de las enfermedades crénico-degenerativas, ya que
son la principal causa de mortalidad en los paises industrializados (Cafigueral y Vila,
2003; Lopez-Garcia, 2002).

En México, las enfermedades crénico-degenerativas tienen gran repercusion en la
salud de la poblacion, siendo el cancer y la diabetes las principales causas de mortandad
en el pais (Secretaria de Salud, 2005). Este contexto hace apremiante la necesidad de
buscar plantas medicinales que puedan ser fuente para el desarrollo de fitofarmacos
enfocados a dichos padecimientos.

Una manera de aproximarse a la busqueda de plantas medicinales con potencial
farmacolégico son los estudios quimiotaxonémicos, encaminados a encontrar las

familias boténicas de mayor complejidad fitoquimica, que poseen grupos de metabolitos
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secundarios con actividad biolégica, destinados generalmente a la defensa contra la
herbivoria. Con base en lo anterior, se eligié6 a E. dioeca, una especie de la familia
Euphorbiaceae, la cual se caracteriza por su gran diversidad fitoquimica (Rizk, 1987). E.
dioeca es una especie ampliamente distribuida en México y se eligi6é para ser sometida a
diversas pruebas fitoquimicas y farmacolégicas enfocadas a la generacion de un
fitofarmaco orientado al control de cancer o diabetes.

Para el tratamiento de los carcinomas, se debe buscar un perfil citotéxico en los
componentes fitoquimicos de la planta; mientras que en el caso del control de la
diabetes, se debe investigar acerca de compuestos que presenten un efecto antidiabético.
Uno de estos mecanismos son los inhibidores de enzimas intestinales, inhibidores de o-
glucosidasas, que disminuyen la digestion y absorcién de glucosa, ayudando de esta
forma, al control de la diabetes mellitus tipo 2. Es necesario entonces, conocer, de
manera general, la composicién fitoquimica de la planta, asi como aplicar pruebas
farmacolégicas que nos permitan cuantificar la capacidad citotéxica e inhibidora de a-
glucosidasas de los extractos de E. dioeca, tanto en modelos farmacologicos in vitro como
in vivo.

En este trabajo, se realizaron las pruebas fitoquimicas y farmacolodgicas
pertinentes, aportando resultados que permitan proponer a E. dioeca como planta
potencial en la elaboraciéon de fitofdrmacos para el tratamiento de carcinomas y/o el

control de la diabetes mellitus tipo 2.



3. Antecedentes

3.1.  El uso de las plantas medicinales

La relacién con las plantas medicinales ha estado presente desde los primeros
dias de la humanidad, ya que conforman la base terapéutica en el control de la salud.

Dicho carécter contintia vigente hoy en dia, sobre todo en paises en desarrollo,
donde un gran porcentaje de la poblacién todavia depende de la medicina tradicional
por lo que son un recurso importante para la atencion primaria de la salud a través de
su uso por los médicos tradicionales (OMS, 2000).

En 1978 la Declaracion de Alma-Ata recomendd, entre otras cosas, la inclusion de
medicinas tradicionales de utilidad comprobada en las politicas farmacéuticas y las
medidas normativas nacionales (OMS, 2000). En esta misma asamblea se define la
planta medicinal como cualquier planta que en uno o mas de sus 6rganos contiene
sustancias que pueden ser utilizadas con finalidad terapéutica o que son precursores
para la semisintesis quimico-farmacéutica (Cahigueral y Vila, 2003). Este hecho es de
gran importancia, pues un organismo internacional reconoce la importancia del uso de
los recursos vegetales con potencial terapéutico real.

La Asamblea Mundial de la Salud (WHA), en 1989, en su resolucion WHA42.43,
inst6 a los Estados Miembros a hacer una evaluaciéon completa de sus sistemas de
medicina tradicional, incluyendo estudios preclinicos y clinicos, con el fin de
reglamentar y controlar los productos elaborados a partir de plantas medicinales, asi
como establecer y mantener estandares adecuados, incluyendo toda esa informacién en
las farmacopeas nacionales.

En la Octava Conferencia Internacional sobre Autoridades Reguladoras de
Medicamentos (ICDRA) celebrada en Bahrein en noviembre de 1996, se presentaron las
28 “Monografias de la OMS sobre Plantas Medicinales Seleccionadas”, cuya funcién es
proporcionar informacion cientifica sobre la inocuidad, eficacia y control de calidad de
las plantas medicinales de uso generalizado; facilitar el uso adecuado de los
medicamentos herbarios; proporcionar los modelos para que los Estados Miembros
elaboren sus propias monografias sobre éstas y otros medicamentos herbarios
adicionales y facilitar el intercambio de informacién. Actualmente se estan preparando

otras 32 monografias (OMS, 2000).



Meéxico ocupa el segundo lugar de plantas con uso medicinal representado por
3352 especies, antecedido por China con 5000 plantas medicinales (Linares, et al., 1990),
cifras referidas a los inventarios taxonémicos generales.

El vasto conocimiento en el uso de plantas medicinales en México es el reflejo del
desarrollo que tuvieron las distintas culturas que habitaron el territorio mesoamericano.
Dos de las zonas donde se acrecent6 el conocimiento herbolario fueron la zona centro y
la zona sur del territorio nacional (Guia México Desconocido: plantas medicinales, 2001).

La zona centro se caracteriza por ser, desde época prehispédnica, un punto de
fusiéon y encuentro intercultural. Debido a distintas razones politicas, econdmicas o
meramente de expansion territorial, habitantes de diversas culturas mesoamericanas se
concentraron en la regién central; esto generéd que se reuniera un gran numero de
especies medicinales de distintos lugares, pero que compartian usos terapéuticos
similares. Ademas, la presencia de dos grandes centros culturales como Tenochtitlan y
Teotihuacan, ayudaron a dispersar los conocimientos cientificos por todos los territorios
mesoamericanos.

La zona sur formaba el nicleo mesoamericano, siendo la cuna de grandes
civilizaciones como la olmeca y la maya, las cuales posefan una cosmogonia que los
relacionaba estrechamente con su medioambiente, generando asi un profundo
conocimiento de su flora, conocimiento que queda plasmado en textos como el “Chilam
Balam” o el “Popol Vuh”. Por si fuera poco, la zona sureste del pais es la que concentra
la mayor biodiversidad, producto de los complejos ecosistemas que alli existen,
arrojando asi una gama de recursos botanicos con fines terapéuticos.

Otro factor que facilité6 contar con el conocimiento en herbolaria y medicina
tradicional, son los trabajos de recopilacion de informaciéon que se llevé a cabo en el
periodo novohispano ; entre los que destaca el c6dice de Martin de la Cruz, traducido al
latin por Juan Badiano “Libellus de medicinalibus indorum herbis” o “Coédice de la Cruz-
Badiano”, publicado en 1552, el cual describe métodos curativos con base en plantas,
animales y algunos minerales utilizados por el médico indigena Martin de la Cruz,
complementando dicho trabajo con ilustraciones de caracter botanico. También se
encuentran las obras de Fray Bernardino de Sahun, que en 1557 da a conocer su obra
“Codice Florentino”, versiéon nahuatl, o “Historia general de las cosas de la Nueva
Espafia”, version castellana, donde describe los nombres y usos mdltiples de plantas

medicinales y productos de origen animal utilizados por los indigenas para el
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tratamiento de distintas enfermedades. Mas tarde, en 1570, se encuentra la obra de
Francisco Herndndez, “Historia de las Plantas” donde se destaca el amplio conocimiento
en el manejo de las plantas medicinales para el tratamiento y prevenciéon de distintas
enfermedades (Cortez-Gallardo, et al., 2004).

En el caso de los paises desarrollados, hacen investigaciéon farmacolégica y
producen medicamentos a partir de las plantas medicinales; ya sea para la extraccién de
compuestos activos, base de farmacos sintéticos, asi como para generar fitofarmacos.

Un fitofdrmaco es un medicamento herbario generado a partir de una planta
botdnicamente definida, que generalmente es usada seca, fragmentada o en su totalidad,
después de ser sujeta a un proceso de extracciéon, destilaciéon, compresion,
fraccionamiento, purificacién, concentracion y/o fermentaciéon. El, o los compuestos
activos son suministrados con la planta entera, nunca de manera aislada. Los
fitofarmacos tienen una estandarizacion fitoquimica y una caracterizacion farmacolégica
y toxicolégica. Ademas se encuentran registrados bajo el rubro de medicamentos, en los
organismos reguladores en materia farmacéutica, registro que debe corroborar cada
cierto periodo de tiempo establecido. Se utiliza el fitofarmaco para promover la salud,
prevenir, atenuar o tratar un estado patolégico. Si bien la fitomedicina puede presentar
un tiempo de accién mas largo que la medicina al6pata, exhibe menos efectos
secundarios (Cafiigueral y Vila, 2003).

Los fitofarmacos constituyen una parte importante en el mercado farmacéutico
mundial, sobre todo en el caso de la Unién Europea; en 1991 el mercado de
medicamentos herbarios alemén ascendié a US $1.7 mil millones, mientras que en 1995
la cantidad total generada a partir de la venta de medicamentos herbarios llegé a US $9
mil millones, encontrando asi a los fitofdrmacos entre los 2000 medicamentos de mayor
prescripcion médica y con més de un 90% de la poblacion utilizdndolos (OMS, 2000).
En toda Europa el valor global del mercado de los preparados a base de plantas
medicinales alcanz6 los US $24 mil millones en el afio 2002 (Caiiigueral y Vila, 2003).

Un 66% de los alemanes utiliz6é en 1997 preparados de fitoterapia para combatir
el resfriado, asi como los trastornos gastrointestinales, el dolor de cabeza y el insomnio
fueron padecimientos tratados con fitofarmacos. En Francia, en cambio, el mercado esté
liderado por los productos para trastornos circulatorios (44%), seguidos por los

digestivos, y los antitusivos y antigripales. En el caso de los Estados Unidos, las



alergias, el insomnio y los problemas respiratorios y digestivos constituyen el uso mas
frecuente de la fitoterapia (Canigueral y Vila, 2003).

Dentro de las enfermedades que también pueden ser tratadas o controladas a
partir del uso de fitofdarmacos se encuentran las crénico-degenerativas, que debido a su
creciente incidencia en la poblacién mundial abre un panorama amplio a la investigacion

de plantas medicinales que puedan aunarse a la alternativa de la fitoterapia.

3.2.  Enfermedades crénico-degenerativas

Las enfermedades crénico-degenerativas son aquellas que van avanzando
progresivamente hasta que terminan con la vida del paciente, sin que exista cura alguna
para detenerlas. Las enfermedades créonico-degenerativas mas comunes son la diabetes,
el cancer, la artritis, la enfermedad de Alzheimer y las enfermedades cardiovasculares,
como la hipertension arterial y la aterosclerosis (Lopez-Garcia, 2002).

Las enfermedades crénico-degenerativas son, actualmente, la principal causa de
mortalidad en los paises industrializados. En nuestro pais, a partir de los 45 afios se
presenta la mayor tasa de incidencia, siendo entre 60 a 64 afios el grupo de edad mas
afectado. En cuanto a los estados més afectados, encontramos a los estados de
Campeche, el Distrito Federal, Nuevo Leén, Tamaulipas, Sinaloa, Baja California Sur,
Durango y Chihuahua (Vigilancia epidemiolégica, Secretaria de Salud, 2004).

Las enfermedades crénico-degenerativas comenzaron a presentarse con mayor
incidencia conforme la esperanza de vida aumentd; sin embargo, existen actualmente
casos, sobretodo de cancer y diabetes, en nifios y jovenes. Factores como la
contaminacién ambiental, el consumo de alimentos altos en conservadores, grasas y
carbohidratos, la vida sedentaria y la falta de horas de suefio, ha generado una mayor

incidencia de estos padecimientos (Lépez-Garcia, 2002).

3.2.1. Cancer

El cancer ocurre por un descontrol y desdiferenciacion en el crecimiento y tipo
normal de las células. En los tejidos normales, las tasas relacionadas con el crecimiento
de células nuevas y con la muerte de las células viejas se mantienen en balance. En el

cancer se altera este balance. Esta alteraciéon puede ser el resultado del crecimiento
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descontrolado de células o la incapacidad de las células a someterse a apoptosis. La
apoptosis, o "el suicidio de las células", es el proceso en el cual las células viejas o
dafiadas se autodestruyen normalmente (National Cancer Institute, 2005).

En nuestro pais, los tumores malignos ocupan el segundo lugar de mortalidad.
“Como consecuencia de la transicion epidemiolégica y demografica que vivimos,
caracterizada por factores como el envejecimiento de la poblacién y la adopcién de
hébitos poco saludables, la mayoria de los tumores malignos muestran una tendencia
ascendente en el mundo, colocandose en el segundo lugar como causa de mortalidad en
México, con el 12.7 por ciento del total de fallecimientos, sélo después de las
enfermedades del corazén (15.9 por ciento).” (Secretaria de Salud, Comunicado de
prensa No 25, 08 de Febrero de 2004).

Un aumento gradual en el ntimero de células con capacidad para dividirse crea
una masa creciente de tejido que se conoce como tumor o neoplasma. El tumor crecera
rapidamente de tamafio si la division de las células es relativamente rapida y no hay
sefiales que provoquen la muerte de las células. Si las células se dividen mds lentamente,
el crecimiento del tumor serd mas lento. Sin importar la rapidez del crecimiento, los
tumores crecen en tamafio porque las nuevas células se producen en cantidades mayores
de lo que es necesario. La formacion normal del tejido se alterara gradualmente, entre
mas y més se acumulen las células que se dividen. Los tumores se clasifican en benignos
y malignos.

Los tumores benignos son tumores que sélo crecen localmente. Los tumores
malignos son tumores que se pueden diseminar por invasién y por metdstasis. Por
definicién, el término cancer se aplica solo a los tumores malignos.

Existen distintos tipos de céncer segun el tejido que atacan, asi encontramos
carcinomas (piel, mucosa, glandulas y 6érganos internos), leucemias (células sanguineas),
linfomas (nédulos y tejido linfatico) y sarcomas (hueso, musculo y tejido conectivo).

El tratamiento en contra del cancer consiste en cirugia, quimioterapia,
radioterapia y otros métodos de tratamiento, como son el uso de inhibidores de la
angiogénesis, transplante de médula 6sea y células troncales sanguineas periféricas o

terapia fotodindmica (National Cancer Institute, 2005).



3.2.2. Diabetes

La diabetes es un grupo de enfermedades metabdlicas caracterizadas por niveles
de glucosa altos en la sangre, hiperglucemia. Puede ser causada por defectos en la
secrecion de insulina, resistencia a la insulina o ambas. La hiperglucemia crénica estd
asociada con dafios a largo plazo, disfuncion y falla de varios 6rganos, especialmente en
0jos, rifiones, nervios, corazon y vasos sanguineos.

Muchos procesos patogénicos estdn involucrados en el desarrollo de la diabetes.
Estos van desde la destrucciéon autoinmune de las células B pancreaticas, con su
consecuente deficiencia de insulina, hasta anormalidades que generan resistencia a la
insulina. La base de dichas anormalidades en el metabolismo de carbohidratos, grasas y
proteinas en la diabetes, es la accién deficiente de la insulina en los tejidos blanco.

En la pre-diabetes se identifican problemas con la glucosa ingerida y/o
problemas con la tolerancia a la glucosa, que son los que llevan a una situacién de
hiperglucemia.

Entre los sintomas de una marcada hiperglucemia se encuentran la poliuria,
polidipsia, pérdida de peso, algunas veces con polifagia y la vision nublada (American
Diabetes Association, 2006).

En nuestro pais se ha convertido en la primera causa de mortandad; cada hora
mueren cinco mexicanos por causa de esta enfermedad crénica-degenerativa, ademas el
70% de las personas con diabetes tienen formas moderadas o severas de dafio
neurolégico, éstos ultimos, puede llevar a amputaciones de las extremidades inferiores
(Secretaria de Salud, Comunicado de prensa No. 628, 12 de Noviembre de 2005).

Se puede hablar tres grandes tipos de diabetes: diabetes mellitus tipo 1, diabetes
mellitus tipo 2 y diabetes gestacional; aunque también existen otros tipos especificos de
diabetes. Asignar un tipo u otro de diabetes a un individuo depende mucho de las
circunstancias en el momento de la diagnosis, pues pueden presentar mas de un tipo, o
bien un tipo puede desencadenar en otro distinto (American Diabetes Association, 2006;
Permut, et al., 2005).

La diabetes mellitus tipo 1 es el resultado de la destruccion autoinmune de las
células B productoras de insulina; dejando al paciente dependiente de inyecciones de la
misma para sobrevivir. Esta forma de diabetes corresponde al 5 - 10% de los casos.

Entre los marcadores de la destrucciéon inmune de las células B pancreaticas, se
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encuentran, autoanticuerpos anti-islotes, autoanticuerpos a insulina, autoanticuerpos a
descarboxilasa de acido glutamico (GADss) y autoanticuerpos a fosfatasas de tirosina IA-
2 y IA-2B. La tasa de destruccién es variable en cada individuo (American Diabetes
Association, 2006).

La diabetes mellitus tipo 2, también conocida como diabetes de la edad adulta,
ocurre cuando la insulina pierde efectividad (insulinoresistencia), acompafiada de una
produccion insuficiente de la misma por parte de las células f. Al menos en un
principio, y frecuentemente a lo largo de su vida, los individuos que padecen diabetes
mellitus tipo 2 no necesitan tratamiento con insulina para sobrevivir (American Diabetes
Association, 2006; Permut, et al., 2005; Davis y Granner, 2001). La diabetes mellitus tipo
2 comprende el 90 - 95% de los casos de diabetes.

La frecuencia de este tipo de diabetes estd aumentando en todo el mundo de
forma acelerada. Si en 1997 los datos de prevalencia se encontraban cerca de 124
millones de personas, actualmente estamos en 200 millones y se estima que en el afio
2025 esta cifra llegard a mas de 300 millones.

En este tipo de diabetes se producen trastornos metabdlicos caracterizados por
una hiperglucemia, dando lugar a complicaciones crénicas al afectar vasos y nervios. La
alteracion subyacente en esta enfermedad es la pérdida de sensibilidad de los tejidos a
insulina, denominada insulinorresistencia, asi como una secrecién inadecuada de
insulina, insulina defectuosa, por las células encargadas de su produccién en el
pancreas. Ademds de aumentar la concentracion de glucosa, la accién deficiente de la
insulina se traduce frecuentemente en elevaciéon de los niveles de colesterol y/o
triglicéridos (American Diabetes Association, 2006; Gémez Peralta, 2005).

La mayor parte de los casos de diabetes mellitus tipo 2 se producen en el
contexto de lo que se llama Sindrome Metabdlico. En este sindrome se asocian diabetes,
hipertension arterial, aumento de los niveles de colesterol, triglicéridos y/o acido trico
asi como sobrepeso, muy probablemente relacionados a la insulinorresistencia. El
Sindrome Metabdlico eleva notablemente el riesgo cardiovascular y es una causa
fundamental de muerte en los paises desarrollados.

La diabetes mellitus tipo 2 se da en una mayor tasa en personas con antecedentes
familiares de diabetes. En los dltimos afios se han descubierto muchos genes

relacionados con la posterior aparicion de diabetes, aunque este componente genético es
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complejo y, posiblemente, debe acompafiarse de factores ambientales relacionados, en
este caso, fundamentalmente con los habitos de vida: sedentarismo y alimentacién
inadecuada. Sin embargo, la genética de esta forma de diabetes es compleja y no estéd
claramente definida (American Diabetes Association, 2006; Permut, et al., 2005).

El 80 % de las personas con diabetes tipo 2 son obesas, y la obesidad por si
misma causa cierto grado de resistencia a insulina. Pacientes que no son obesos, muchas
veces tiene mayor cantidad de grasa corporal, distribuida predominantemente en la
regién abdominal (American Diabetes Association, 2006; Gomez-Peralta, 2005).

El tratamiento de la diabetes tipo 2 se basa en tres pilares fundamentales:
seguimiento de un plan de alimentacién equilibrado, practica de ejercicio fisico regular y
tratamiento farmacolégico personalizado.

La diabetes gestacional se define como cualquier grado de intolerancia a glucosa
que comienza o se detecta por primera vez durante el embarazo, la cual suele
incrementar la tendencia a desarrollar diabetes mellitus tipo 2. El deterioro en la
tolerancia a glucosa durante el embarazo se presenta normalmente durante el tercer
trimestre (American Diabetes Association, 2006).

También existen otros tipos especificos de diabetes: la relacionada a sindromes
genéticos, sindrome de Prader-Willi, sindrome de Down, sindrome de Klinefelter,
sindrome de Turner, sindrome de Wolfram, sindrome de Friedreich, sindrome de
Lawrence-Moon-Biedl, corea de Huntington, distrofia mioténica; diabetes ocasionada
por defectos genéticos en la funciéon de las células B, como la diabetes juvenil de inicio
durante la madurez (MODY), relacionados con los cromosomas 2 (NeuroDI), 7
(glucocinasas), 12 (factor de transcripcion HNF-1a), 13 (factor 1 promotor de insulina,
IPF-1), 17 (factor de transcripcion HNF-1B) y 20 (factor de transcripcion HNF-4a);
diabetes ocasionada por defectos genéticos en la accion de insulina, resistencia a insulina
tipo A, sindrome de Rabson-Mendenhall, diabetes lipoatréfica; diabetes ocasionada por
enfermedades en el pancreas exdcrino, pancreatitis, pancreotomia, neoplasia, fibrosis
quistica, hemocromatosis, fibrocdlculos pancredticos; diabetes ocasionada por
endocrinopatias, sindrome de Crushing, glucagonoma, fecromocitoma, hipertiroidismo,
aldosteronoma; la diabetes postoperatoria; diabetes consecutiva a supresiéon inmunitaria,
como anticuerpos a receptores anti-insulina; y diabetes relacionada con farmacoterapia,

por farmacos como Vacor, pentamidinas, acido nicotinico, glucocorticoides, hormonas
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tiroidicas, inhibidores de proteasas retrovirales, antipsicéticos atipicos, agonistas B-
adrenérgicos, tiazidas, o-interferones (American Diabetes Association, 2006; Permut, et

al., 2005; Davis y Granner, 2001).

3.3.  Farmacos utilizados para el control de la Diabetes Mellitus tipo 2

Los farmacos utilizados para el control de la diabetes mellitus tipo 2 se conocen
bajo el nombre genérico de hipoglucemiantes orales. En contraste con los estudios
sistematicos que condujeron al aislamiento de la insulina, los hipoglucemiantes orales se
descubrieron de manera accidental. Asi en 1942, Janbon y colaboradores notaron que
algunas sulfonamidas causaban hipoglucemia en animales de experimentacion. A partir
de dichas observaciones se fueron descubriendo mas hipoglucemiantes que actdan a
distinto nivel.

Entre los hipoglucemiantes orales encontramos a las sulfonilureas, las
tiazolidinedionas, las biguanidas y los inhibidores de a-glucosidasas.

Las sulfonilureas disminuyen las cifras de glucemia al estimular la liberacién de
insulina a partir de las células B pancreaticas. La administracién aguda de sulfonilureas
a pacientes con diabetes mellitus tipo 2, aumenta la liberacién de insulina desde el
pancreas. También pueden incrementar las cifras de insulinas al reducir la depuraciéon
de la hormona en el higado. Entre las sulfonilureas mas comunes encontramos la
tolbutamida y la glibenclamida.

Las tiazolidinedionas son agonistas selectivos para el receptor gamma activado
por proliferador de peroxisomas (PPARy) nuclear. Asi, activan genes que tienen
capacidad de dar respuesta a la insulina y regulan el metabolismo de carbohidratos y
lipidos. Son sensibilizadores a la insulina, dando un aumento en la captacién de glucosa
en los musculos y decremento de la produccién endégena de glucosa.  Entre las
tiazolidinedionas mas comunes encontramos la troglitazona (retirada del mercado por
estar vinculada a la toxicidad hepdtica), rosiglitazona y pioglitazona.

Las biguanidas poseen dos acciones principales, aumento de la sensibilidad de
los tejidos muscular y adiposo a la acciéon de la insulina y la disminucién de la
gluconeogénesis, produciendo una disminucién de la liberacién hepatica de glucosa. Se

les considera un antihiperglucemiante. Ademads, reduce la absorciéon intestinal de
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glucosa. Reduce las lipoproteinas de baja y de muy baja densidad, llegando a producir
una baja de peso en el paciente. Entre las biguanidas mas conocidas encontramos a la
metformina.

Por dltimo, los inhibidores de las a-glucosidasas reducen la digestion intestinal
de almidén, dextrina y disacéridos al inhibir la accién de las a-glucosidasas del epitelio
intestinal. La inhibicién de esta enzima aplaza la absorcion de carbohidratos, por lo que
el aumento posprandial de la glucosa plasmatica disminuye en sujetos tanto normales
como diabéticos. Entre los inhibidores de las a-glucosidasas méds comunes encontramos
la acarbosa, un oligosacarido de origen microbiano, y el miglitol, un derivado de la
desoxinojirimicina. También inhiben de manera competitiva a la glucoamilasa y a la
sacarasa, pero tienen efectos débiles sobre la o-amilasa pancreatica. Los inhibidores de
o-glucosidasas reducen las concentraciones plasmaéticas posprandiales de glucosa en
sujetos tanto sanos como con diabetes mellitus tipo 1y tipo 2. Los inhibidores de las a-
glucosidasas pueden tener profundos efectos sobre las concentraciones de hemoglobina
A en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 que presentan hiperglucemia grave. De
cualquier modo, en sujetos con hiperglucemia leve a moderada, el potencial de
disminucién de glucosa de los inhibidores de las a-glucosidasas (valorado mediante las
concentraciones de hemoglobina A1) es de alrededor de 30 a 50% con respecto al de otros
antidiabéticos por via oral. Los inhibidores de las a-glucosidasas no estimulan la
liberaciéon de insulina; por lo tanto, no suscitan hipoglucemia (Davis, S. et al, 2001); sin
embargo, causan mala absorcion, flatulencia, diarrea y meteorismo abdominal
vinculados con la dosis. La titulacién lenta de la dosis del farmaco (25 mg al principio de
una comida durante cuatro a ocho semanas, seguidos por aumentos a intervalos de
cuatro a ocho semanas, hasta 75 mg antes de cada comida) reducira los efectos
secundarios gastrointestinales. Se administran dosis menores con refrigerios. En el caso
de la acarbosa, ésta solamente funciona cuando se suministra antes de la comida (Bayer
Pharmaceutics, 2005). La acarbosa es mas eficaz cuando se administra con una dieta con
alto contenido de almidén y fibra, con restriccion de glucosa y sacarosa (Davis y
Granner, 2001). Si ocurre hipoglucemia cuando se utilizan inhibidores de las -
glucosidasas con insulina o un secretagogo de esta tltima, debe administrarse glucosa

mas que sacarosa, almidén o maltosa.
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La dieta promedio del mexicano tiene alto contenido en carbohidratos complejos,
almidéon de maiz principalmente, por lo que el suministro de inhibidores de a-
glucosidasas en pacientes con diabetes mellitus tipo 2, es una opcién adecuada.

Las a-glucosidasas son enzimas que se localizan en el epitelio intestinal y se
encargan de catalizar la exohidrdlisis de los enlaces 1,4-alfa-glucosidicos. Se han
descrito, genética y bioquimicamente, al menos seis distintas a-glucosidasas humanas
que hidrolizan los enlaces o de glucosa en carbohidratos simples y complejos. Dichas
enzimas difieren con respecto a su especificidad por sustrato, condiciones 6ptimas de
pH, peso molecular, sitio de expresion y localizacion en el cromosoma. Las distintas a-
glucosidasas son: a-glucosidasa lisosomal acida, de sucrasa-isomaltasa intestinal, de
maltasa-glucoamilasa intestinal, la enzima glucosidasa II de la unidad catalitica del
reticulo endoplasmico, la glucosidasa I y la a-glucosidasa C neutral. Exceptuando la
glucosidasa I, todas comparten homologia, ya que pertenecen a la misma familia

genética (familia 31 de hidrolasas glicosiladas) (Hirschhorn, et al., 2002).

34. Los inhibidores enzimaticos en las plantas

En general, las plantas contienen cierto grado de resistencia contra la predaciéon
por parte de mamiferos, insectos, hongos y bacterias, la cual se refleja en el limitado
namero de predadores que pueden alimentarse de una determinada planta. Dicha
resistencia es el resultado de un grupo de mecanismos que las plantas han ido
adquiriendo durante su evolucién.

Entre los compuestos de defensa de las plantas se encuentran antibiéticos,
alcaloides, terpenos, glucoésidos cianogénicos y algunas proteinas. Dentro de esas
proteinas estdn las quitinasas y las enzimas B-1,3 glucanasas, lectinas, argelinas,
vicilinas, sisteminas e inhibidores enzimaticos.

Los inhibidores enziméaticos estan divididos en varios tipos, inhibidores
proteinicos, inhibidores no proteinicos, inhibidores tipo lectina, inhibidores tipo Knottin,
inhibidores tipo Kunitz, inhibidores tipo thaumatina, inhibidores tipo y-purotioninas e
inhibidores de la familia de los cereales (Franco, 2002).

Los inhibidores de enzimas estdn presentes de multiples formas en los tejidos

vegetales (Melo, et al., 1999). Entre ellos encontramos a los inhibidores de o-
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glucosidasas, los cuales inhiben, en mamiferos, a las enzimas intestinales encargadas de
digerir los carbohidratos complejos y asi convertirlos en monosacaridos absorbibles
(Scheen, 2003). También estan los inhibidores de a-amilasa, los cuales encontramos en
cereales y legumbres, e inhiben las a-amilasas de distintas fuentes, tales como: la saliva
humana, el pancreas de los mamiferos, algunos insectos, bacterias y hongos (Melo, et al.,
1999).

La a-amilasa es la enzima que se encarga de catalizar la hidrélisis de los enlaces
glucano, los cuales son componentes del almidén, glucégeno y otros carbohidratos.
Muchos depredadores, sobre todo los insectos, se alimentan de semillas con altos
contenidos de almidén durante su desarrollo en las etapas larvales y/o adultas, por lo
que dependen de las a-amilasas para sobrevivir.  Los inhibidores de a-amilasa
presentes en algunas plantas, las protegen de dichos ataques y permiten asi asegurar la
integridad del material genético vegetal.

Dentro de los inhibidores enzimaticos no proteinicos, se encuentra a la acarbosa
que funciona tanto como inhibidor de a-amilasa como de a-glucosidasas; se trata de un
seudotetrasacarido, el cual posee un anillo de valienamina que es crucial en el
mecanismo de inhibicion de las enzimas amiloliticas; su estructura insaturada y
conformaciéon de media silla, actia durante el proceso de hidrélisis de polisacaridos,
inhibiendo competitivamente a las a-glucosidasas.

Las propiedades de los inhibidores no proteinicos los convierten en objeto de
estudio en el campo de la medicina, tanto para procedimientos de tratamiento como
diagnésticos. La produccién de acarbosa en las plantas es muy compleja y varias rutas
metabolicas estan involucradas (Franco, 2002).

Dentro de las familias botédnicas que presentan respuesta a la herbivoria a partir
de la secrecion de metabolitos secundarios, entre los que encontramos a los inhibidores

enzimaticos, esté la familia Euphorbiaceae (Seigler, 1994).

3.5.  Fitoquimica de la familia Euphorbiaceae

Enfocando la necesidad de encontrar plantas medicinales que puedan generar
fitofarmacos para el tratamiento y control de enfermedades crénico-degenerativas, se

eligi6 una especie perteneciente a la familia de las euforbidceas: Euphorbia dioeca Kunth;
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debido a que la fitoquimica de las Euphorbiaceae esta entre las més diversas e
interesantes de las familias de angiospermas y es comparable a la diversidad biolégica
de la familia. También se caracterizan por contener latex cdustico, lechoso o incoloro
(Rizk, 1987). Debido a la presencia de inusuales metabolitos secundarios, muchas
especies de euforbidceas son venenosas o toxicas (Seigler, 1994).

Algunas plantas de esta familia, especialmente aquellas del género Euphorbia, se
caracterizan por la capacidad de inducir dermatitis (Evans, et al., 1980). Otras han sido
utilizadas en medicina tradicional, como pesticidas o como veneno para flechas.
Muchas euforbidceas son importantes como alimento, y otras tantas son de interés
econdémico como plantas ornamentales y fuentes de gomas, precursores quimicos,
lubricantes y compuesto medicinales (Seigler, 1994).

El conocer la identidad fitoquimica de la familia Euphorbiaceae es también
importante para determinar las relaciones quimiotaxonémicas (Bruneton, 2001; Seigler,
1994; Dominguez, 1973). Segun la complejidad en las vias de produccién de los
metabolitos secundarios, pueden determinarse las relaciones taxonémicas y filogenéticas
entre subgrupos y entre distintas familias botanicas; asi, los géneros que presenten
compuestos cuya produccion esta relacionada con vias mas complejas de varios pasos,
estardn mas relacionados entre si, al contrario de compuestos de vias simples y mas
comunes (Bruneton, 2001; Seigler, 1994; Rizk, 1987; Dominguez, 1973).

Miles de compuestos de distintas clases quimicas han sido reportados en
euforbidceas (Seigler, 1994). Las principales clases de sustancias de interés para los
fitoquimicos son triterpenoides, seguidos de flavonoides y alcaloides. Sin embargo,
existen otras sustancias reportadas como cumarinas, glucosidos cianogénicos y taninos
(Rizk, 1987).

A continuacién se mencionan los principales grupos de metabolitos secundarios

reportados para la familia Euphorbiaceae.

v" Alcaloides

Los alcaloides constituyen un grupo muy heterogéneo de bases vegetales
nitrogenadas, producto del metabolismo de aminoacidos, con accion fisioloégica mas o
menos intensa. Se encuentran bien representadas en las plantas, y van desde formas

muy simples y usualmente bien distribuidas, hasta altamente complejas de distribucion
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restringida, en las euforbidceas se encuentran ambos tipos. En particular se encuentran
en especies de los géneros Croton y Phyllanthus (Seigler, 1994, Rizk, 1987, Dominguez,
1973).

Se les ha considerado como productos terminales del metabolismo del nitrégeno,
y se les ha asociado con la proteccién ante actos predatorios, siendo téxicos para estos
comensales. A veces se encuentran en toda la planta, en una parte o bien, sélo estdn
presentes en ciertas épocas del afio o condiciones ecolégicas (Bruneton, J. 2001).

Algunos tipos de alcaloides encontrados en la familia Euphorbiaceae son,
alcaloides de imidazol, de pirimidina, de pirrolidina, de piridina, de piperidina, de
quinolicidina, de quinazolona, de isoquinolina, de morfinandienona, de indol, de

guanidina, diterpenoides, entre otros (Rizk, 1987).

v Terpenos

Muchas plantas de la familia Euphorbiaceae poseen latex ricos en terpenos,
metabolitos secundarios producto de la ruta del acido mevalénico (Seigler, 1994,
Dominguez, 1973).

Maés de 55 triterpenoides (tetra y pentaciclicos) han sido identificados en la familia
Euphorbiaceae. Han sido aislados del latex, asi como de diferentes partes de la planta
como corteza, cortex, flores, hojas, raices y tallos. Alguno de los triterpenos (- y B-
amyrin) ha sido encontrado tanto libre como en ésteres (acetatos) (Seigler, 1994, Rizk,
1987).

El mayor constituyente del latex de muchas especies de Euphorbia son triterpenos y
sus ésteres; la cantidad presente facilmente supera numéricamente a aquellos presentes
en los demds géneros de la familia Euphorbiaceae. Monoésteres y diésteres también se
encuentran en el latex de especies de Euphorbia pero sélo como componentes menores
(Seigler, 1994, Rizk, 1987).

Euphorbia fischeriana Steud. es una planta utilizada en la medicina tradicional china
debido a sus propiedades antitumorales, presentando derivados del campesterol,
estigmasterol y sitosterol (Rizk, 1987).

El andlisis de los aceites esenciales de varias especies de Croton, reportan distintos
tipos de terpenoides, como monoterpenoides, fenilpropanoides y sesquiterpenoides

(Seigler, 1994, Rizk, 1987).
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Entre los triterpenos reportados en las euforbidceas encontramos B-sitosterol, - y p-
amyrina, traxerol, betulina, lupeol, cicloartenol, campesterol, estigmasterol, taraxerona,
acetato de B-amyrina, taraxasterol, friedilina, 4cidos oleanélico y ursolico, entre otros.

También una gran variedad de diterpenos se encuentran en la familia
Euphorbiaceae. Entre éstos se encuentran los diterpenos cocarcinogénicos, los cuales
presentan una fuerte actividad promotora de tumores, presentes en especies del género
Croton, siendo el forbol uno de los principales representantes.

Otros diterpenos presentes en las euforbidceas son los ciclicos provenientes del
pirofosfato geranilgeranil, los derivados de kaureno y los altamente oxigenados (Seigler,

1994).

v" Flavonoides

Los flavonoides son pigmentos vegetales no nitrogenados que poseen un esqueleto
carbonado; se conocen unos 200 flavonoides naturales los cuales se encuentran
distribuidos solamente en las plantas (Dominguez, 1973).

Numerosos flavonoides han sido aislados y caracterizados de distintos miembros de
la familia Euphorbiaceae, particularmente flavonas y flavonoles, aunque también
encontramos flavononoles pero en menos plantas. Los flavonoides se encuentran en
distintas partes de la plantas a excepcion de las raices. Los dos flavonoles mas comunes
son el camferol y la quercetina encontrandose distribuidos ampliamente en los distintos
géneros de la familia (Rizk, 1987).

Se han aislado flavonoides de los géneros Euphorbia, Ricinus, Ricinocarpos, y Beyeria,
entre otros (Seigler, 1994, Rizk, 1987).

Los flavonoides se caracterizan por tener importantes propiedades biolégicas, la
principal actividad atribuida a los flavonoides es la de ser venoactivos, disminuyendo la
permeabilidad de los capilares sanguineos y aumentando su resistencia, siendo asi
recomendados para el tratamiento de patologias circulatorias menores.

Por otro lado, los flavonoides también funcionan como compuestos antioxidantes al
captar los radicales libres. También funcionan, in vitro, como inhibidores enzimaéticos: la
inhibicién de la histidina descarboxilasa por el quercetol o la naringenina; la inhibicién

de la elastasa; la inhibicion de la hialuronidasa, por flavonas y proantocianidoles; la
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inhibicién no especifica de la catecol-O-metiltransferasa aumentando la resistencia
vascular; la inhibicién de la fosfodiesterasa del AMPc; inhibicién de la aldosa reductasa
y la inhibicién de la proteincinasa. Raramente los flavonoides pueden estimular una
actividad enzimatica.

Otras propiedades de los flavonoides, entre ellos el cirsiriol y la hipolaeteina, son su
actividad antiinflamatoria y antialérgica, ligadas con la capacidad de inhibir la 5-
lipoxigenasa y por tanto la produccién de los leucotrienos mediadores de la inflamacion

y de las manifestaciones alérgicas (Bruneton, 2001).

v Glucésidos cianogénicos

Los glucésidos cianogénicos tienen un grupo nitrilo unido a un carbono que tiene
incorporado, a su vez, un azticar mediante un enlace glicosidico y dos grupos distintos
que varian dependiendo de cual sea el glucésido. Al ser dahada mecanicamente por
herbivoria, la planta libera 4cido cianhidrico a partir de un proceso enzimatico sobre los
glucosidos (Dominguez, 1973).

Las plantas de las subfamilias Phyllanthoideae, Crotonoideae y Acalyphoideae,
contienen glucésidos capaces de liberar cianuro a través de hidroélisis. Los géneros
reportados como cianégénicos son: Andrachne, Beyeria, Bridelia, Cnidoscolus, Colliguaja,
Elateriospermum, Euphorbia, Gymnathes, Hevea, Jatropha, Manihot, Mercurialis, Phyllanthus,
Poranthera, Securinega y Stillingia (Seigler, 1994, Rizk, 1987).

Dentro de los glucésidos cianogénicos que producen las euforbidceas se encuentran
la acalyphina, linamarina, lotaustralina, marina, linustatina, taxifilina, phylantina y la

trigloquinina entre otros (Seigler, 1994, Rizk, 1987).

v Taninos

Los compuestos polifendlicos conocidos como taninos estan especialmente
distribuidos entre las plantas lefiosas, pero también pueden encontrarse en especies
herbaceas. Tanto los taninos hidrolizables como los condensados estdn presentes en
plantas de la familia Euphorbiaceae (Seigler, 1994).

Taninos hidrolizables se han encontrado en géneros como Euphorbia, Gleditsia,

Mallotus, Phyllanthus y Sapium. (Rizk, 1987). El 4cido eldgico se ha encontrado en varias
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especies, mientras que los acidos gélico y tanico se han identificado en Euphorbia hirta L.
(Rizk, 1987).

Debido a que los taninos son estructuras complejas y en algunos casos parecen tener
una distribucion restringida, pueden ser compuestos ttiles para cuestiones sistemaéticas
dentro de la familia (Seigler, 1994).

La mayor parte de las propiedades biolégicas de los taninos se debe al poder que
poseen de formar complejos con macromoléculas, especialmente proteinas.  Asi
encontramos actividad terapéutica debidas a la astringencia, favoreciendo Ia
regeneracion de los tejidos, en caso de heridas superficiales o de quemaduras,
impermeabilizando piel y mucosas por via externa, y presentando un efecto antiséptico
por via interna. También cuentan con una actividad antioxidante, los taninos
hidrolizables inhiben la peroxidacién lipidica.

Al igual que los flavonoides, encontramos inhibicién enzimética en varios casos,
bloqueo de la 5-lipoxigenasa; inhibe la enzima convertidora de angiotensina, activan la
hiluronidasa, que es la glucosiltransferasa de los microorganismos implicados en la
cariogénesis; inhiben la proteincinasa C, entre otros.

Algunos taninos elagicos se oponen al efecto mutagénico de ciertos cancerigenos y al
transplante de tumores experimentales. Se han llegado a describir efectos inhibidores de

la replicacion de los virus in vitro (Bruneton, 2001).

v" Cumarinas

Se trata de compuestos fendlicos, los cuales han sido aislados de pocas plantas; sin
embargo, se trata de compuestos que se encuentran en distintas familias de plantas
(Seigler, D.S., 1994, Rizk, A-F., 1987).

Las semillas de Euphorbia lathyris L. contienen dos bicoumarinas, euphobetina y
isoeuphobetina. Euphorbia royleana Boiss. presenté benzocumarinas. Mientras que en
Mallotus japonicus Muell. Arg. se identificaron bergeninas, compuesto que suele estar

acompafiado de ellagitaninas en las euforbiaceas (Seigler, 1994, Rizk, 1987).
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v" Quinonas

Se han encontrado shikoninas y acetilshikoninas en el tronco de Jatropha glandulifera
Roxb., de Acalypha indica L., Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch, se aislaron
traquinonas, mientras que de Hevea brasiliensis Miell. Arg se obtuvieron ubiquinonas

(Rizk, 1987).

v Acidos fenélicos

Ademas del acido eldgico, galico y tanico, otros acidos fendlicos han sido
identificados en plantas de la familia Euphorbiaceae. Asi encontramos los acidos
veratrico y vanillico, extraidos de Euphorbia resinifera O. Berg. Acido clorogénico y
neoclorogénicos obtenidos de Ricinus communis L. y Mercurialis perennis L. De
Euphorbia acanthothamnos Heldr. & Sart. ex Boiss. se obtuvo acido p-coumarico (Rizk,

1987).

v Acidos grasos y lipidos

Un ntmero inusual de acidos grasos, saturados e insaturados, se encuentran como
componentes primarios de los lipidos seminales de los miembros de la familia
Euphorbiaceae, también se hallan de forma ocasional lipidos asociados con otras partes
de la planta (Seigler, 1994, Rizk, 1987).

Destacan los géneros Euphorbia, Sapium, Sebastiana, Croton, Ricinodendron, Alchornea,
entre otros. Presentando compuestos tales como el 4dcido decanoico, o-eleostedrico,

ricinoléico, epoxioléico, entre otros (Seigler, 1994, Rizk, 1987).

v" Glucosinolatos

Los glucosinolatos en las Euphorbiaceae estan confinados a un grupo pequefio, sélo
en algunas especies se han identificado (Seigler, 1994, Rizk, 1987).

Las especies mas importantes son Drypetes gossweileri S. Moore y Putranjiva roxburghii
Wall; de las cuales se obtienen la glucoputranjivina, la glucocochlearina, la

glucojaputina y la glucoceomina entre los més destacados (Seigler, 1994, Rizk, 1987).
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v" Lignanos

Los lignanos se han identificado, a 1o mucho, en s6lo dos géneros de euforbiaceas:
Jatropha y  Phyllanthus. Las hojas de Phyllanthus niruri L., contienen phyllantina y
hipophyllantina.  Jatropha gossypifolia L., tiene en su tallo, raiz y semillas una

butirolactona (Rizk, 1987).

v" Aminoécidos

3,4-Dihidroxy-L-fenilalanina (L-dopa), un aminodcido no proteico usada para el
tratamiento del mal de Parkinson, fue encontrado en varias plantas entre las que se

encuentra Euphorbia lathyrus L. (Seigler, 1994).

v' Proteinas y péptidos

Las semillas de varios miembros de la familia Euphorbiaceae contienen proteinas
toxicas; el caso de Ricinus comunis L., el cual contiene proteinas antigénicas que
aglutinan las células sanguineas. Dos o cuatro semillas de dicha planta pueden ser
letales, mientras que ocho son seguramente letales. Las semillas de Aleurites fordii
Hemsl., Jatropha curcas L.y J. multifida L. también producen proteinas toxicas que adn no

han sido estudiadas (Seigler, 1994).

v" Caucho/hule

Entre las Euphorbiaceae, el latex se encuentra en miembros de las subfamilias
Crotonoideae y Euphorbioideae, pero generalmente estd ausente en Phyllanthoideae,
Oldfieldioideae, y Acalyphoideae. Si bien el latex es una mezcla compleja de diterpenos,
triterpenos, enzimas, aminodcidos y otros compuestos, los compuestos isoprenoides
poliméricos, son los més importantes. A partir de estos compuestos es que se tiene el

caucho caracteristico de las euforbidceas (Seigler, 1994).
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v Otros compuestos

Inhibidores de a-glucosidasas como es el caso del a-homonojirimicina derivado de

Omphalea diandra L. (Seigler, 1994).

3.6.  Agentes citotoxicos e inhibidores de a-glucosidasas en la familia

Euphorbiaceae

Existen diversos estudios, tanto de etnobotdnica como de farmacologia y fitoquimica,
en los cuales se analizan géneros de la familia Euphorbiaceae en la busqueda de
distintos agentes, tanto citotéxicos como inhibidores de a-glucosidasas, entre dichos

estudios destacan:

v Géneros y especies de la familia Euphorbiaceae en los cuales se encontraron

agentes antitumorales o citotdxicos.

o Acalypha wilkesiana Miill. Arg. gener6 apoptosis asociada a la generacion
de intermediarios de oxigeno reactivo y la liberaciéon de citocinas pro
inflamatorias, a partir de extractos de las semillas (Btissing, et al., 1999).

o Aleurites fordii Hemls. contiene un éster de diterpeno que funciona como
un promotor de tumores y por tanto un factor de cdncer en humano
(Igarashi, 2000).

o Colliguaja integerrima Gillies & Hook. present6 actividad citotoxica sobre
lineas tumorales KB (carcinoma nasofaringeo humano), a partir de los
extractos de tallos, hojas y flores (Sequeiros, et al., 2003).

o Colliguaja odorifera Molina mostré actividad citot6xica sobre linea tumoral
PS (leucemia linfocitica en ratén), a partir de los extractos de tallo y hojas
(Sequeiros, et al., 2003).

o Croton draco Schltdl. & Cham. tuvo actividad citotoxica in vitro e in vivo a
partir del compuesto taspina (Tsacheva, et al., 2004).

o Croton lechleri Mull. Arg. desarroll6 actividad citotdxica in vitro e in vivo a

partir del compuesto taspina (Perdue, 1979).
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Croton oblongifolius Delile presenté un diterpeno con actividad citotéxica
moderada para diversas lineas celulares tumorales (Roengsumran, et al.,
2001).

Croton palanostigma Klotzsch tiene actividad citotéxica in vitro e in vivo a
partir del compuesto taspina (Perdue, 1979).

Croton tiglium L. el extracto acuoso posee ésteres forbdlicos que presentan
actividad anticarcinogénica en carcinoma en piel (Banerjee y Das, 2005).
Croton zambesicus Mill. Arg. present6 diterpenos con actividad citotéxica
extraidos de las hojas (Block, et al., 2004).

Domohinea perrieri Leandri mostré citotoxicidad en ensayos de escision de
cadena de ADN al evaluar los derivados de fenantreno (Long, et al., 1997).
Euphorbia  fischeriana ~ Steud. presenta derivados del campesterol,
stigmasterol y sitosterol (Schoroeder, et al., 1980).

Euphorbia kamerunica Pax a partir de extractos etilicos de la resina del latex
se encontraron fracciones con naturaleza citotéxica (Kio y Evans, 1981).
Euphorbia kansui Liou ex S.B. Ho present6 diterpenos (kansuiforfina C y
D) con propiedad citotéxica (De-Ji, et al., 1991).

Euphorbia lactiflua Phil. mostré actividad citotéxica en linea tumoral PS, a
partir de extractos de tallo, hoja y flor (Sequeiros, et al., 2003).

Euphorbia  myrsinites L. exhibié cuatro ésteres de diterpenos con
caracteristicas citotoxicas (Sevil, et al., 1995).

Euphorbia poisonii Pax. presentd actividad citotéxica en diterpenos
ingolicos provenientes del latex (Majekodunmi, et al., 1996).

Mallotus philippinensis Airy Shaw se aislaron rottlerina, inhibidor selectivo
de las PKC3, efectivo contra varias lineas tumorales humanas (Ya-Fan, et
al., 2005).

Phyllanthus orbicularis Kunth el extracto acuoso present6 tanto actividad
citotéxica como antiviral (Del Barrio, 2000).

Phyllanthus piscatorum Kunth tuvo citotoxicidad contra pruebas sistémicas
in vitro con leucemia (Gertsch, et al., 2004).

Phyllanthus wurinaria L. presenta extractos con actividad citotéxica y

antiviral (Chien-Min, 2005).
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Ricinus comunis L. posee sustancias sumamente toxicas y citotoxicas se
extraen de esta euforbidcea (Wang, H.X., 2001).
Sapium sp. se encontraron ésteres de diterpenoides que tienen como

funcion la activacion de la proteina cinasa C (Aitken, A., 1987)

v' Géneros y especies de la familia Euphorbiaceae en los cuales se encontraron

3.7.

agentes que funcionan como inhibidores de o-glucosidasas

Euphorbia en su variedad de especies fue analizada en busqueda de
inhibidores enzimaticos, entre éstos la a-glucosidasas, encontrando nueve
inhibidores de proteasas (Lynn, et al., 1987).

Euphorbia postrata Ailton, se reporta actividad hipoglucemiante en la
medicina tradicional mexicana, ligada a la infusion de hojas,
encontrdndose la presencia de flavonoides (Andrade-Cetto, A., 2005).
Phyllanthus kurtziana, se encontré actividad hipoglucemiante en los
flavonoides aislados (Rao, et al., 2005).

Phyllanthus sellowianus (Klotzsch) Mull. Arg. se localizé6 un efecto
antidiabético y toxicidad aguda del extracto acuoso, corroborada en
estudios in vivo en ratas diabetizadas con estreptozotocina (Hnatyszyn, et
al., 2002).

Ricinus comunis L. mostré una naturaleza inhibitoria de a-glucosidasas y
ademads una capacidad inhibitoria de la reversa transcriptasa del VIH-1

(Wang, H.X., 2001).

Taxonomia Euphorbia dioeca Kunth

La especie objeto de estudio Euphorbia dioeca Kunth, se consideraba
recientemente como Chamaesyce dioeca (Kunth) Millsp.; esto es debido a que la taxonomia
de la familia Euphorbiaceae es compleja. Distintas investigaciones que se han llevado a
cabo, sobre todo las de caracter molecular, reordenan los géneros de la familia; asi, los
altimos andlisis filogenéticos moleculares en la familia Euphorbiaceae sensu stricto

usando plastidos RBCL y secuencias de DNA TRNL-F (genes localizados en el cloroplasto
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de los organismos fotosintéticos, utilizados en estudios de cladistica) (Wurdack, et al.,
2005) demostraron que dentro de la tribu Euphorbieae, no existe consenso suficiente
para sostener al género Chamaesyce como un género distinto a Euphorbia, adhiriéndose
asi bajo el género Euphorbia a todos las especies de Chamaesyce.

Sin embargo, a nivel morfolégico, hay claras diferencias que separan ambos
géneros; Chamaesyce se distingue de Euphorbia, porque ademas del ciatio?, el cual tiene
una sola flor pistilada en el género Euphorbia (Martinez-Gordillo, M. et al, 2002) tiene
hojas opuestas, asimétricas en la base y las estipulas frecuentemente interpeciolares.

En el caso especifico de la especie objeto de estudio, Euphorbia dioeca Kunth, se
utilizara la descripcién taxonémica correspondiente a Chamaesyce dioeca (Kunth) Millsp.

descrita por Standley en 1949(Standley y Steyermark, 1949).

Chamesyce dioica (Kunth) Millsp., Publ. Field Columbian Mus. Bot. 2:10. 1914. Euphorbia dioica
Kunth, Nov. Gen & Sp. (quarto ed.) 2:53. 1817. Tipo: Euphorbia bryophylla Donn. Smith, Bot. Gaz.

56:62. 1913. Nombres vulgares: Golondrina (México, Guatemala), Ilama (Guatemala).

Plantas herbaceas, usualmente perennes, muy ramificadas desde la base, postradas y
formando matas, la mayoria de 30 cm de largo o menos, los tallos densamente pilosos, con
tricomas esparcidos, usualmente muy densamente foliados; estipulas tubuladas, pilosas; hojas
opuestas, en peciolos muy cortos, oblongas u ovado oblongas, 3 - 8 mm de largo, obtusas o
subagudas, oblicuo-cordada en la base; involucros usualmente muy numerosos y densamente
amontonados en las axilas de la hoja, rosa o rojos, piriformes-globosos, los 16bulos diminutos,
lanceolados; glandulas impares, los apéndices conspicuos y parecidos a pétalos, desiguales, dos
de los cuatro apéndices glandulares mas largos que los otros; cdpsula pubescente; semillas
triangulares-ovoides, gris-rosa, 4 - sulcadas transversalmente (figura 1).

En México se encuentra distribuida en los estados de Campeche, Chiapas, Guerrero,
Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Nayarit, Oaxaca, Querétaro, Quintana Roo, Veracruz y Yucatan;
también se encuentra en Centroamérica (figura 2). Habita distintos tipos de vegetacién: selva alta
caducifolia, selva alta perennifolia, selva mediana subperennifolia, bosque de pino - encino,

bosque de pino, matorral, dunas costeras, sabana, pastizal, chaparral.

El caso de Euphorbia (Chamaesyce) dioeca Kunth, no sélo existe discusién a nivel de

! Ciantio.- tipo de inflorescencia caracteristico de Euphorbia 'y Chamaesyce, las flores unisexuales
agrupadas y condensadas dentro de un envoltura bracteal de la cual emergen en la antesis, constituyendo un
seudantio.
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género, también en lo referente a la especie, por lo que pueden encontrarse
contradicciones entre el nombre aceptado y las sinonimias segun la fuente que se
consulte. La confusién reside en si se denomina “dioeca” o “dioica”.

Kunth, en Nova Genera et Species Plantarum (quarto ed.) 2:53, afio de 1817, propone el
nombre Euphorbia diceca a un ejemplar colectado por Humboldt y Bonpland en
Venezuela; en la descripciéon botdnica asumian que la planta era dioica, pues sélo
encuentran flores estaminadas en el espécimen, pero pensando que pudieran examinar
la planta viva, el tema de los ciantios unisexuales podria ser investigado a profundidad
(McVaugh, 1993). Desde 1817 el nombre ha sido mencionado por varios autores, la
mayor parte de forma incidental, cambi6 la escritura del epiteto a “dioica”, el cual se
conserv6 durante muchos afios.

Fue hasta 1914, cuando Millspaugh retom¢ esta problemaética y volvié al nombre maés
antiguo, dado por Kunth, pero ademas incluy¢ a la planta bajo el género Chamaesyce, y
separd a otras cuatro especies que se consideraban sinonimias de E. dioeca, como fueron
C. adenoptera (Bertol.) Small, C. inaequalis (Klotzsch & Garcke) Millsp. y C. indivisa
(Engelm.) Millsp.. Segtn la descripcién de Millspaugh, C. dioeca Kunth era la tinica de
entre esas especies que tiene tricomas unicelulares en los tallos y presumiblemente en las
hojas (McVaugh, 1993).

Como se menciond en un principio, actualmente se estd proponiendo que se elimine
el género Chamaesyce y que todas sus especies se incluyeran en el género Euphorbia,

segun los estudios filogenéticos mas recientes (Wurdack, K.J. et al, 2005.
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Fig. 1 - Fotografia de Euphorbia dioeca Kunth

% - y 4
| } ol

Fig. 2 - Mapa de distribucién Euphorbia dioeca Kunth. Missouri Botanical Garden, 2005.
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Objetivos
> Objetivo general:
o Aportar resultados que permitan proponer a Euphorbia dioeca Kunth,
como planta potencial en la elaboraciéon de fitofarmacos para el
tratamiento de carcinomas y control de la diabetes mellitus tipo 2

> Objetivos particulares:

o Identificar en Euphorbia diceca Kunth los principales grupos de

metabolitos secundarios presentes.

o Evaluar en Euphorbia dioeca Kunth la actividad citotéxica e inhibidora de

o-glucosidasas.
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5. Hipotesis

Debido a las caracteristicas fitoquimicas de la familia Euphorbiaceae, Euphorbia

dioeca Kunth es una planta con potencial farmacolégico:

||'

Por una parte, si presenta compuestos de caracteristica citotéxica, podra
afectar el crecimiento de lineas celulares tumorales evaluadas, pudiendo

ser de utilidad en el tratamiento del cancer.

Por otro lado, si presenta compuestos relacionados con la inhibicién de o-
glucosidasas, podra evitar los picos posprandiales de glucosa presentes

en pacientes con diabetes mellitus tipo 2.
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6. Método

6.1. Revision de herbarios

Con la finalidad de encontrar més informacion referente a la localizacién y usos de
Euphorbia diceca Kunth, y para generar un mapa de distribuciéon y definir un sitio de

colecta del material, se revisaron los siguientes herbarios:

A Herbario Nacional, Universidad Nacional Autébnoma de México (MEXU)).

N Herbario de la Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Autonoma de

México (FCME).

A Herbario de la Escuela de Ciencias Biologicas, Instituto Politécnico

Nacional (ENCB).
A Herbario del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSSM).
6.1.1. Colecta de material
En el mes de agosto de 2004, se llev6 a cabo la colecta del material biol6gico. En
la localidad de Playa la Trocha, municipio de Alvarado, Veracruz (18° 47" 17.5”N, 95° 45
17.5” W); se recolect6 aproximadamente 1 kg de material fresco. Dicho material se dejo

secar a la sombra, en un lugar fresco y ventilado. Una vez seco el material se us6 para

realizar las extracciones.

6.2. Estudio fitoquimico

6.2.1. Extracciones

Del material seco se eligi6 la parte aérea de la planta y se molié con un molino de

granos convencional y posteriormente se someti6 al proceso de extraccion.
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Se realizaron extracciones en Soxhlet, con solventes organicos de distinta
polaridad; hexano, diclorometano y metanol; se efectuaron tres extracciones de ocho
horas cada una, para cada uno de los solventes utilizados.

Se obtuvieron los extractos hexanico, diclorometédnico y metanélico; se llevaron a
sequedad utilizando un rotavapor; cada uno de los extractos fue sometido a una
desecacion absoluta utilizando una liofilizadora.

Para el extracto acuoso se llevé a cabo una infusién, colocando el material seco en
agua hirviendo y se dej6é macerar durante 24 horas y posteriormente se filtr6 y se deseco

en la liofilizadora (Figura 3).

Colecta de E. dioeca en Playa La Trocha, Alvarado,
Veracruz (18°47 17.5”N, 95° 45" 17.5” W)

l

Secado y molienda del

material
Extraccion en Soxhlet Infusion
A
Hexano Diclorometano Metanol Agua
X X \ 4 \ 4
3 extracciones 3 extracciones 3 extracciones 1 exposicion a
de 8 horas c/u de 8 horas c/u de 8 horas c/u agua
hirviendo,
\ l reposo por 24
horas
Extracto hexanico Extracto metandlico
, l
Extracto diclorometanico Extracto acuoso

Desecacion absoluta mediante liofilizadora

Fig. 3 - Método de extraccion del material biolégico
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6.2.2. Pruebas cualitativas para los principales grupos de metabolitos

secundarios

Con los extractos obtenidos se realizaron las pruebas cualitativas para identificar
los grupos principales de metabolitos secundarios, bajo las métodos de investigacion
fitoquimica citadas por Dominguez en 1973. Esto se llevé a cabo en el Laboratorio de

Fitoquimica, Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Auténoma de México.

» Terpenos

Se mezclaron volimenes iguales de anhidrido acético y cloroformo, se enfrié la
mezcla en hielo y se agregaron tantas gotas de acido sulftirico como mililitros de
cloroformo contenidos en la mezcla.

A 1 ml de extracto disuelto en cloroformo (solucién madre), se agregdé 1 ml del
reactivo.

Se considera una reaccién positiva, con presencia de terpenos, cuando se observa un

cambio a distintas intensidades de verde.

» Glucoésidos (Prueba de Molish)

A 1 ml de extracto se agregaron 2 gotas de una solucién de a-naftol en etanol al 5% y
1 ml de acido sulftrico concentrado, dejandolo resbalar por las paredes del tubo de
ensayo poco a poco, de tal manera que el acido y la solucién metabélica se estratifiquen.

De ser positiva la reaccion, se formara un anillo violeta en la interfase; de ser

negativa, se formara un anillo café en la interfase.

# Alcaloides (Prueba de Draggendorf)
A 1 ml de extracto se adicion6é 1 ml de acido clorhidrico al 1% maés 2 gotas del
reactivo de Draggendorf.

Una reaccién positiva formara un precipitado naranja.

# Alcaloides (Prueba con acido silicotingstico)
Se disolvieron 5 g del acido silicottingstico en acido sulftrico 6 N, dicha disolucion es
la necesaria para formar 6 ml de solucién del extracto.

Una reaccion positiva formara un precipitado.
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~ Flavonoides (Prueba de Shinoda)

A 1 ml de extracto se le agregé un trozo de tira de magnesio y 2 gotas de acido
clorhidrico concentrado. Se formardn burbujas alrededor de la tira de magnesio y se
presentara un cambio de color.

La reaccion sera positiva si se presenta un color naranja, rojo, azul o violeta.

~ Fenoles
A 1 ml de extracto se agregaron tres gotas de cloruro férrico al 1% disuelto en etanol.
La prueba sera positiva si dicha disolucion cambia de un color naranja a uno azul

verdoso.

»  Taninos

A tres tubos de ensayo se le agregaron 0.5 ml del extracto; al primero se le agregaron
0.5 ml de cloruro de sodio al 0.85%; al segundo se le agregaron 0.5 ml de solucién de
gelatina al 1%; y al tercero se le agregaron 0.5 ml del reactivo de gelatina - sal.

El reactivo de gelatina - sal se preparé mezclando 1 ml de gelatina al 1% mas 1 ml de
solucion de cloruro de sodio al 0.85% y se tom6 0.5 ml para las pruebas.

La reaccion sera positiva si se observa precipitado en los tubos a los que se les agreg6
gelatina y gelatina - sal; de obtenerse precipitado sélo con el tubo de cloruro de sodio la

prueba se considera negativa.

6.2.3. Cuantificacion de compuestos fendlicos

La determinacion cuantitativa de compuestos fenolicos se llevé a cabo en los
extractos metanolico, diclorometanico y acuoso.

Se realiz6 una disolucién de cada uno de los extractos a una concentracion de 4
mg/ml y se prepararon dos disoluciones, 1:10 y 1:50, cada una de estas tres diluciones,
también expresadas como 100%, 10% y 2%, se sometieron a la reaccion de
determinacién de compuestos fenélicos.

La reaccién consistié en agregar 200 pL de reactivo de Folin a las diluciones, y

esperar a que reaccionara durante 10 minutos. Posteriormente se agregd solucion de
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carbonatos (solucién A), de determinacién de proteinas y se dejé reaccionar durante 1
hora; todas las reacciones se efectuaron en la oscuridad.

Finalmente se leyeron en el espectofotometro a 725 nm, y se graficé la
concentracion de extracto contra la concentraciéon de compuestos fendlicos obtenida.

Los resultados se compararon con una curva patrén de 4acido tanico, en
concentraciones de 0, 15, 45 y 120 pg/ml, para asi conocer la cantidad de compuestos

fendlicos (equivalentes pg/ml de 4cido tanico) presentes en los distintos extractos.

6.3. Estudio farmacolégico

6.3.1. Prueba de citotoxicidad en lineas celulares tumorales

La prueba de citotoxicidad en lineas celulares tumorales, se llev6 a cabo segtn el
protocolo del Instituto Nacional del Céncer (NCI) de evaluacién del potencial citotéxico
y habilidad para inhibir la biosintesis de macromoléculas, descrito por Swanson y
Pezzuto en 1986.

Las pruebas se realizaron en el Laboratorio de Biologia Celular, Centro de
Investigacién Biomédica del Sur (CIBIS - IMSS), ubicado en Xochitepec, Morelos.

Se evalu6 el efecto de los extractos de E. diceca Kunth en las lineas celulares
tumorales de carcinoma nasofaringeo (KB), carcinoma de colon (COLON) y carcinoma
de cérvix (UISO) (Figura 4).

Las lineas celulares tumorales se mantuvieron en una solucién de suero fetal
bovino al 10%. Los cultivos se incubaron a 37° C en una atmoésfera con 5% de CO»
disuelto en aire con una humedad del 100%. Dentro de un periodo de 72 a 96 horas las
células crecieron de una concentraciéon de 5 x 104 células/ml a una de 70 - 80 x 104
células/ml, cumpliendo las tres fases del crecimiento celular: fase latente breve, fase
logaritmica y la fase de meseta o estacionaria. Al alcanzar la concentracion final, se
tomaron alicuotas del cultivo y se resuspendieron en nuevo medio, asegurando asi que
las lineas celulares tumorales nunca lleguen a la fase de declive (Swanson y Pezzuto,
1986).

Para el anélisis de citotoxididad se parte de una disolucién de 20 mg/ml de los

distintos extractos (hexano, diclorometano, metanol y acuoso), en una mezcla 1:1 de
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agua y dimetilsulféxido (DMSO); posteriormente se realizaron tres diluciones a 100, 10 y
1 pg/ml, concentracion final en medio de cultivo.

Cada una de las concentraciones de extracto se colocaron por triplicado en tubos
de poliestileno de 12 ml, agregando 2.85 ml de células tumorales en suspensién a una
concentracién de 5 x 104/ml. El cultivo de lineas celulares tumorales se mantuvo en fase
latente breve, verificando el ntiimero celular adecuado, eliminando las células muertas a
través de enjuagues con medio PBS y poniendo en suspension las células vivas en nuevo
medio. Por otro lado se prepararon tubos control sin extracto y otros en los cuales se
elimin6é el medio y se dejaron solamente las células para verificar la concentracion
celular inicial o tiempo inicial.

Todos los tubos con extracto y los controles se incubaron por 72 horas en las
mismas condiciones en las que se mantuvieron los cultivos celulares. Transcurrido el
tiempo de incubacién se sacaron los tubos, se eliminaron las células muertas a través de
enjuagues y se dejaron escurrir totalmente los tubos.

Se preparé la solucién para la determinaciéon de proteinas, con una solucién 50:1
de solucién A y B (Cuadro 1). Se colocaron en cada tubo 6 ml de dicho reactivo, se agit6
y se esper6 10 minutos. Posteriormente se agregaron 200 pL de reactivo de Folin y se
volvié a agitar, se dejé en la oscuridad durante 30 minutos para que desarrolle la
reacciéon, marcada por un cambio de coloraciéon de rosado a azul.

Una vez desarrollado el color se ley6 a 660 nm. Para considerar que un
compuesto es citotoxico y posee capacidad inhibitoria de biosintesis de macromoléculas,
se busca que la dosis necesaria para reducir al 50% el crecimiento celular (EDso) sea < 20
pg/ml de extracto; de no ser asi, no se considera una sustancia citotoxica (Swanson,

S.M., Pezzuto, ].M., 1986).
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Extractos hexanico, diclorometanico, metanodlico y acuoso de E. dioeca

A 4

Disolucion de los extractos (50% H,0 /
50% DMSO; 20 mg/ml)

/\

Preparar fracciones: 100, 10, 1 ug/ml Lineas tumorales en suspension (25000
en medio de cultivo células/ml)

D

Tubos de poliestileno (12 ml), por
triplicado + controles + t;

A 4

Incubar durante 72 horas,
5% CO,, humedad 100%

A 4

Enjuagar con medio PBS las células muertas y
dejar secar

A 4

Solucién de determinacion de proteinas +
reactivo de Folin

A\ 4
Revelar color 30 minutos en oscuridad

\ 4
Cuantificacion en el espectrofotometro (660 nm)

Fig. 4 - Prueba de citotoxicidad en lineas celulares tumorales con los extractos de E. dioeca

37



Cuadro 1. Descripcién de las soluciones Ay B

Solucion A: 6.3.1. 20 g. NaxCOs

6.3.2. 4 g NaOH

6.3.3. 0.2 g. tartrato de NaK
6.34. 1L.HO

Solucion B: 6.3.5. 2.5g. CuSO:.5HO
6.3.6. 05L.HO

6.3.2. Toxicidad aguda

La prueba de toxicidad aguda se llevé a cabo en las instalaciones del CIBIS,
IMSS, de acuerdo al protocolo 423 de la OECD (OECD, 2000).

Se utilizaron seis ratones cepa Balb-C, y se les dio una concentracién de 6 g de
extracto por kilogramo de peso del animal. Se suministré el extracto disuelto en agua
via oral, a través de una sonda orogastrica (canula).

Dicha dosis de extracto (6 g/Kg) estd contemplada a los estandares
internacionales de toxicidad, justificando la ausencia de un gran nimero de animales al
intercambiarla por una dosis alta que estadisticamente corrobora la toxicidad.

Los ratones se observaron en el momento de la ingestion de los extractos,
durante la primera hora, a las seis horas, las doce horas, las veinticuatro horas y a los 15

dias; en todo tiempo se verificé cualquier reaccién adversa fisiolégica y conductual.

6.3.3. Inhibicion de a-glucosidasas in vitro

El ensayo de inhibicion de a-glucosidasas in vitro (Tapia, 2006) se llevé a cabo en
el CIBIS, IMSS.

Se realizaron pruebas de inhibicion de o-glucosidasas in vitro, para conocer si
Euphorbia dioeca tenia alguna actividad inhibitoria enzimatica, que pudiera ser de interés
en el tratamiento de la diabetes tipo 2. La prueba preliminar se hizo a una concentraciéon
de 2 mg/ml, probando los extractos diclorometanico, metandlico y acuoso (Figura 5).

La prueba consisti6 en comparar la actividad enzimdtica presente en una

preparaciéon de particulas de epitelio intestinal (BBP) en ausencia y presencia de los
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extractos empleando como sustrato almidon de maiz (S5-4126, Sigma) a una
concentracion de 12.5 mg/ml.

Se prepararon cinco reacciones por triplicado: control (sin extracto), extracto
diclorometénico, extracto metanodlico, extracto acuoso y un extracto con actividad
inhibitoria conocida (extracto acuoso de Tecoma stans (L.) Juss. ex Kunth).

Cada tubo se prepar6 con 100 pl de buffer pH 7.0 de fosfatos 0.2M, 100 pl de
almidon, 40 pl de extracto y 10 ul de BBP. En el lote sin inhibidor se sustituy6 el
volumen de extracto por agua bidestilada.

Al agregar las BBP se incubaron en los tubos a 37 °C durante 10 minutos, con la
finalidad de que las a-glucosidasas presentes en las BBP comenzaron a degradar el
almidén. Una vez transcurrido el tiempo se detuvo la reaccion con 2.5 pl. de acarbosa y
la colocacién en hielo de los tubos de ensaye.

Al terminar la reaccién en todos los tubos, se tomaron 2.5 ul de muestra y se
vierte por triplicado en una placa de 96 pozos, conservando un pozo en blanco, un pozo
con 2.5 ul de estandar de glucosa y otro con 5 pl de estdndar de glucosa, para conocer el
minimo y el maximo contenido de glucosa que se puede llegar a presentar. A cada uno
de los pozos se le agregaron 250 ul de reactivo de determinacion de glucosa en sangre,
suero y plasma (marca Randox) y se mantuvo la placa durante 10 minutos a 37°C para
que se desencadenara la reaccién. Dicha reaccién esta basada en la oxidacion enzimatica
de la glucosa oxidasa. El peréxido de hidrégeno formado reacciona, bajo la catélisis de
peroxidasa con el fenol y la 4-aminofenazona. Debido a la quinonemina, colorante
usado como indicador, la concentracién de glucosa tornard de un color amarillo a uno
rojo violaceo, de manera proporcional a la cantidad de glucosa.

La absorbancia de las muestras se cuantific6 en un lector de microplacas a 492
nm, restandole la absorbancia a 630 nm, para evitar interferencia de turbidez y color de
los extractos.

Una vez encontrados los extractos mas activos, se realizé una curva dosis -
respuesta, con el fin de caracterizarlos farmacolégicamente.

La curva dosis - respuesta se desarrolld6 mediante el método previamente
descrito, pero cada extracto se evalu6 en a diferentes concentraciones: 16, 4, 1.6, 0.4, 0.16,
0.08 y 0 mg/ml, lo que permite conocer la actividad inhibitoria maxima y minima del

extracto. Este experimento se realizé por cuadruplicado (Figura 6).
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Valoracion de extractos a 2 mg/ml

/\

Extracto diclorometanico

Sin e;tracto
(Control -)

Extracto metanolico

Extracto acuoso

Extracto acuoso Tecoma
stans (Control +)

7

—~

10 uL
Evans

100 pL Almidén de maiz
100 pL Buffer de fosfatos
40 uL Extracto

BBP rata cepa Long

A 4

Reaccion enzimatica a 37 °C durante 10 min

.

Parar la reaccion con acarbosa y bajar la temperatura

v

Determinar glucosa con reactivo revelador y leer a 492/630 nm

Fig. 5 - Método seguido para evaluar la inhibiciéon de a-glucosidasas in vitro de los extractos de E.

dioeca.
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Concentraciones de extracto: 16, 4, 1.6, 0.4, 0.16, 0.08 y 0 mg/ml

A

100 pl Almidon de maiz

100 ul Buffer de fosfatos

40 ul Extracto

10 ul BBP rata cepa Long
Evans

v
Reaccion enzimatica a 37 °C durante 10 min

A
Parar la reaccion con 2.5 uL acarbosa y bajando la

l

Determinar glucosa con reactivo revelador y leer a 492/630 nm

Fig. 6 - Método seguido para obtener la curva dosis - respuesta de la inhibicién de a-glucosidasas in vitro de
los extractos de E. dioeca

6.3.4. Inhibicion de a-glucosidasas in vivo

El ensayo de inhibiciéon de a-glucosidasas in vivo (Alegria, 2004) se llevé a cabo
de manera preliminar en el CIBIS, IMSS y de forma definitiva en el Bioterio de la
Facultad de Ciencias, UNAM y en la division de Ciencias Bioldgicas y de la Salud de la
Universidad Auténoma Metropolitana, unidad Iztapalapa.

Utilizando los resultados de la valoracion de extractos realizada en el ensayo de
inhibicion de a-glucosidasas in vitro, se eligieron los extractos bioldgicamente mas
activos (metanolico y acuoso) para corroborar su efecto en sistemas biolégicos vivos.

Los extractos elegidos se prepararon en una dosis de 500 mg/kg; dicha
dosificacién se suministré a ratas cepa Long Evans previamente diabetizadas con

estreptozotocina (STZ).
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6.3.4.1. Modelo experimental de diabetes mellitus tipo 2 en

ratas macho cepa Long Evans

Las ratas se diabetizaron bajo el modelo sugerido por el Consorcio de Modelos
Animales de Complicaciones Diabéticas (AMDCC), del Instituto Nacional de Salud de
los Estados Unidos de América (NIH) (Brosius, 2003).

Se diabetizaron 35 ratas macho cepa Long Evans de un peso aproximado de
250g, proporcionados por el bioterio de Proyecto Camina, A.C.

Los animales se dejaron en ayuno por un periodo de 6 horas antes de inducirse la
diabetes por medio de STZ (estreptozotocina marca Axxora) a una concentracién de 50
mg/kg.

La STZ se disolvié en un buffer pH 4.5 de citratos, y se suministré en menos de
15 minutos, debido a que la STZ se descompone rapidamente. La via de administracién
fue intraperitoneal en una cantidad no mayor a 1.5 ml.

Los animales se dejaron durante una semana en el bioterio de la Facultad de
Ciencias con suministro de agua y alimento ad libitum. Se registré el peso al finalizar la
semana para verificar si habian bajado notoriamente de peso y por tanto se encontraban
ya en un estado fisiolégico que asemeja individuos que padecen diabetes mellitus

(Figura 7).
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Rata cepa Long Evans macho de
250 g.

A 4
Ayuno durante 6 horas

A 4
STZ (50 mg/Kg) + Buffer de Citratos

A 4
Inyeccion intraperitoneal < 1.5 ml

A 4
Reposo durante 1 semana en condiciones de bioterio

A 4
Disminucion considerable en el peso de los animales

Fig. 7 - Protocolo para generar el modelo animal de Diabetes Mellitus tipo 2

6.34.2.  Ensayo de inhibicién de a-glucosidasas in vivo: curva

de tolerancia al almidon

Una vez que se cont6 con las ratas diabéticas el siguiente paso fue corroborar la
capacidad inhibitoria de o-glucosidasas de los extractos de E. dioeca en un sistema
complejo, in vivo.

En un principio se efectué un ensayo para elegir el control positivo, inhibidor de
o-glucosidasas mas apropiado. Se probaron dos controles, acarbosa y acido tanico. Se
usaron dos grupos de ratas diabetizadas, con al menos seis horas de ayuno, a las que se
les suministré una dosis de 50 mg/kg de los agentes inhibitorios de a-glucosidasas, via
oral por medio de una sonda orogastrica y posteriormente se les dio por la misma via
almidoén (2 g/kg) como agente glucemiante. Se tomaron muestras de sangre iniciales, a
los 30, 60, 90 y 120 minutos; a cada una de las muestras se les midi¢ la cantidad de
glucosa en suero sanguineo. El que mejor resultado present6 se utilizé para las curvas

de tolerancia al almidoén, utilizando todos los extractos.
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Los extractos se probaron a una concentraciéon de 500 mg/kg y se utilizé6 como
sustrato almidén de maiz, al igual que en el ensayo de inhibicién in vitro.

Se formaron cuatro grupos de estudio de ocho ratas cada uno:

A. sin inhibidor (control negativo)

B. extracto metanolico

C. extracto acuoso

D. acarbosa (Sincrosa®, tabletas de 50 mg, Sector Salud, control
positivo), firmaco inhibidor de a-glucosidasas, en una

concentracion de 50 mg/kg

El error estimado al trabajar con ocho ratas por lote fue de un maximo de 10.5%,
asegurando asi la validez estadistica de los resultados.

Antes de suministrar el almidén se tom6 una muestra de sangre inicial a cada
rata con seis horas de ayuno para corroborar su nivel de glicemia original; la toma de
sangre se obtuvo a través de un sangrado del extremo caudal de la cola mediante un
corte. Se tomaron aproximadamente 200 pL de sangre utilizando un capilar
heparinizado y las muestras se guardan en frio en microtubos de polimero de 0.6 ml.

Primero se suministré el extracto en una dosis de 500 mg/kg via oral por medio
de una sonda orogastrica, después el almidén de maiz en una dosis de 2 g/kg disuelto
en 0.66 g/ml,; en el caso de los lotes que fueron tratados con inhibidores, no pasaron
mas de 10 minutos entre la dosis del extracto y la de almidén. La via de administracién
fue también oral por medio de una cénula.

Después de suministrar los inhibidores y el almidéon se tomaron muestras de
sangre a los 30, 60, 90 y 120 minutos, mediante la técnica descrita previamente.

Las muestras de sangre se centrifugaron durante 5 minutos a 4 500 rpm, para
obtener el suero sanguineo. De cada muestra se tomaron 2.5 ul de suero el cual se
plaqueé por triplicado en una placa de 96 pozos, en la cual también se dej6 una celda

libre (blanco) y se colocaron por duplicado estandares de glucosa con 2.5 ul, 5 pl y 10 pl.
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Para medir la cantidad de glucosa en el suero se utiliz6 reactivo de
determinacion de glucosa (Randox) en una proporciéon de 250 uL en cada pozo y se dejo
desarrollar la reaccién a 37°C durante 10 minutos. Se ley6 la placa en espectrofotémetro

a 492nm y 630 nm para conocer el contenido de glucosa en sangre (Figura 8).

Extracto metanolico y acuoso a una dosis de 500 mg/kg

l

Ratas cepa Long Evans diabetizadas con STZ

Almidon + acarbosa

Almidon sin inhibidor

Almidon + extracto MeOH Almidon + extracto acuoso

\.L/

Toma de sangre: sin almidon, 30, 60°, 90’ y 120’

l

Centrifugar y tomar 2.5 ulL de suero

A 4
Determinar glucosa con reactivo revelador y leer a 492/630 nm

Fig. 8 - Prueba de inhibicién de a-glucosidasas in vivo, curva de tolerancia al almidén.

6.4. Analisis estadistico

6.4.1. Disefio experimental

Se realizd6 un disefio experimental completamente al azar. La unidad
experimental (elemento que dio origen al valor de las variables obtenidas), fue una rata
cepa Long Evans, en los diferentes tratamientos probados. La comparabilidad de las
muestras se consiguié por medio de la asignacion aleatoria de las unidades a los grupos
de estudio. La validez interna estuvo dada por las mismas caracteristicas de las ratas en

los diferentes tratamientos (sexo y peso), igual nimero de lotes y ratas en las diferentes
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condiciones probadas, asi como la colocacién de los lotes en las mismas condiciones para
los diferentes tratamientos (condiciones de temperatura, humedad y fotoperiodo del
Bioterio de la Facultad de Ciencias, UNAM). La variable (% glucemia) se clasifica como
numérica continua. El intervalo entre cada mediciéon fue de 30 minutos. En cada lote
experimental o tratamiento (sin inhibidor, extracto acuoso, extracto metandlico y
acarbosa) se realizaron cinco lecturas (cada lectura se realiz6 por triplicado) de cada lote
(ocho ratas por tratamiento) para obtener el valor promedio de porcentaje de glucemia

(Méndez, 1990).

6.4.2. Modelo estadistico

Para la evaluaciéon de los diferentes tratamientos en la inhibicion de o-
glucosidasas in vivo, se plante6 un modelo completamente aleatorizado con un criterio
de clasificacion. El factor probado fue el tratamiento suministrado a cada lote de ratas,
con cuatro niveles: sin inhibidor (control negativo), extracto acuoso, extracto metanélico
y acarbosa (control positivo).

El modelo empleado es el siguiente:

Yij=p+titeij

Yij- Representa el porcentaje de inhibicién en la unidad experimental j-ésima (una rata

cepa Long Evans), sometida al tratamiento (poblacién i-ésima).

n = Representa la media general de la poblacién que contiene los tratamientos.

T i - Representa el efecto del tratamiento (t i- pi- p, donde i es la media de la

poblacién o tratamiento i-ésimo).

€ ij= Es el error aleatorio ocasionado por todos los factores no constantes en cada uno de
los tratamientos estudiados. Se considera de distribucién normal, con media cero y

varianza o.
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6.4.3. Anadlisis e interpretacion de la informacion

Los resultados se analizaron mediante un anélisis de varianza con un nivel de

probabilidad (ct) 0.05, utilizando el programa estadistico STATISTICA version "98.

Después de realizar los analisis se obtuvieron dos alternativas:

1)

El caso de los andlisis de varianza donde no se rechazé H,, es decir, que
no se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos al nivel
de significancia usado. Esto implica que la variabilidad entre las
poblaciones estudiadas es del mismo orden de magnitud que las de los
errores y por esto se considera que las medias de los tratamientos (como

poblaciones) son iguales.

El caso de los analisis de varianza donde se rechaza H,, es decir, se
considera que hay diferencias significativas entre las medias de los
tratamientos. En este caso, se aplicaron pruebas de rango madaltiple de
intervalos de confianza a un nivel de probabilidad o = 0.05 (Tuckey), para

distinguir los niveles que causan la diferencia (Méndez, 1976).
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6. Resultados y discusién

7.1. Revision de herbarios

7.1.1. Mapa de distribucion y depésito de ejemplares botanicos

La revision de herbarios permitié conocer que Euphorbia diceca Kunth se
encuentra ampliamente distribuida en el territorio nacional, abarcando distintos tipos de
ecosistemas; sin embargo, los estados donde mas ejemplares colectados se reportan
fueron Veracruz (30%), Oaxaca (27 %) y Guerrero (15%) (Figura 9).

Estos datos nos permitieron generar un mapa de distribucién (Figura 11), asi
como elegir el sitio de colecta del material biolégico, tomando en cuenta la abundancia y
namero de ejemplares reportados para ese lugar. De esta forma se eligié6 Playa La
Trocha, municipio de Alvarado, estado de Veracruz (18° 47" 17.5”N, 95° 45" 17.5” W).

Una vez colectado el material biolégico, se prepararon algunas plantas para su
deposito en herbarios, de esta forma se depositaron ejemplares botanicos en el Herbario
de la Facultad de Ciencias (FCME # 089182 y # 089184), asi como en el Herbario del
Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSSM # 14967) (Figura 10).

Los usos medicinales reportados en los ejemplares de herbario fueron dos, por
un lado se sefiala que el latex tiene la propiedad de curar granos y el otro uso trata
acerca del espanto; “sirve para el espanto "nemugtili" (ndhuatl), va junto con muitle y yerba

mora que son frias y con el toronjil, que es caliente”.
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1%-1% 6%

27%

# de ejemplares por Estado

O Chiapas

B Chihuahua
ODurango

O Guadalajara (Valle de)
B Guerrero

O Hidalgo

B Michoacan

O Nayarit

B Oaxaca

B Puebla

O Quintana Roo
OVeracruz

B Yucatan

4%

Fig. 9 - Distribucion por Estado de los ejemplares de herbario de Euphorbia dioeca Kunth

Nombre cientifico

Fecha de colecta
Localidad
Coordenadas

Tipo de Vegetacién
Altitud

Tipo de suelo
Forma biolégica
Frecuencia
Colector
Determin6

Euphorbia dioeca Kunth (ex
Chamaesyce dioeca (Kunth) Millsp.)
21 de Agosto del 2004

Playa La Trocha, Alvarado, Veracruz
18°47'17.5” N

95°45'17.5” W

Dunas costeras

Nivel del mar (0 msnm)

Arena

Hierba postrada

Manchones aislados

Sol Cristians Niizawa

Sol Cristians Niizawa

Fig. 10 - Ficha del ejemplar botanico de Euphorbia dioeca Kunth
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Fig. 11 - Mapa de distribucién de Euphorbia dioeca Kunth

Si bien Euphorbia dioeca Kunth es una planta distribuida en varios tipos de
vegetacion del pais, podemos ver en la revision de herbarios, que no ha sido tan
colectada pues son menos de setenta ejemplares los que se encontraron. También se
observo que a nivel de usos populares no existe mucha informacién, ya que sélo se
encontraron dos reportes, y no se encuentra mayor informacién etnoboténica referente a
la especie en otras fuentes bibliograficas.

El nombre vulgar con el que se conoce a Euphorbia dioeca Kunth es “golondrina” o
“hierba de la golondrina”, también se reconocen otras especies del género Euphorbia (E.
maculata L. y E. postrata Aiton), las cuales han sido reportadas como plantas
hipoglucemiantes con uso tradicional, usando las hojas en infusién y con reportes
fitoquimicos de presencia de flavonoides (Andrade-Cetto, 2005).

Este género ha sufrido modificaciones taxonoémicas, lo cual complica la
recopilacién de informacion al generar registros de ejemplares bajo nombres erréneos,
aunque cabe mencionar que la revision de herbarios se efectud para todas las sinonimias

reportadas.
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7.2. Estudio fitoquimico

7.2.1. Rendimiento de los extractos

Tanto las extracciones realizadas con Soxhlet como la efectuada por medio de
infusién presentaron bajos rendimientos, la mayoria no superé el 10%, sélo el extracto
metandlico presenté un rendimiento considerable (Cuadro 2). Sin embargo, las
cantidades extraidas fueron suficientes para realizar las pruebas fitoquimicas y

farmacoldgicas.

Cuadro 2 - Rendimiento de los extractos de E. diceca (*) - corresponde al peso del extracto liofilizado

Extracto Peso planta seca Peso extracto (g) % Rendimiento
2

Hexano 60 g 4.0567 6.76

Diclorometano 60 g 1.1079 1.84

Metanol 60 g 16.9384 28.23

Acuoso 200 g 5.0235* 2.51

El rendimiento de los extractos es, en general, bajo; los extractos de hexano y
diclorometano presentaron menos de 10% de rendimiento. En el caso del extracto
acuoso, no se pudo obtener el peso sin liofilizar, por lo que el valor reportado muestra
un rendimiento muy bajo, el cual no es comparable con el de los demds extractos cuyo
peso reportado es el no liofilizado, por lo que seguramente el rendimiento para el
extracto acuoso pudo ser mayor. En cuanto al extracto metandlico, este fue el tnico que
present6 valor de rendimiento considerable (28.23%).

Se requeriria gran cantidad de material botdnico para tener cantidades mayores
de extracto; sin embargo, se trata de una planta que crece de forma abundante y con una
biomasa considerable por individuo lo que no dificulta la obtencién del material de

estudio.

7.2.2. Pruebas cualitativas para los principales grupos de metabolitos

secundarios

Las pruebas cualitativas para grupos generales de metabolitos secundarios

mostraron que los extractos que presentaron mayor cantidad de compuestos
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fitoquimicos fueron el metandlico y el acuoso. El extracto metandlico presentd fenoles,
flavonoides y taninos; mientras que el extracto acuoso presenté glucésidos, fenoles y
taninos (Cuadro 3).

Si bien comparten la presencia de fenoles y taninos, el extracto metandlico
presenta una reaccion colorida mds notoria, por lo tanto una mayor cantidad de dichos

metabolitos secundarios.

Cuadro 3 - Prueba cualitativa de metabolitos secundarios de los extractos de E. dioeca (- resultado
negativo, + ligeramente positiva , ++ positiva, +++ fuertemente positiva, mayor cantidad de metabolito)

Prueba Extracto Resultado
Hexano _
Molish Diclorometano _
Metanol 1x _ ‘ 2% _
Acuoso ++
Hexano _
Draggendorf Diclorometano _
Metanol _
Hexano _
Ac. Silicotangstico | Diclorometano ¥
Metanol _
Acuoso _
Hexano ++
Flavonoides Diclorometano +
Metanol T+
Acuoso _
Hexano +
Fenoles Diclorometano _
Metanol =+
Acuoso ++
Hexano +
Taninos Diclorometano T
Metanol T+
Acuoso ++
Hexano ++
Terpenos Diclorometano +
Metanol _
Acuoso _

Los extractos metanélico y acuoso fueron los mas complejos fitoquimicamente

hablando, fueron positivos a un mayor ntimero de grupos de metabolitos secundarios y
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la reacciéon colorida que desarrollaron fue mas notoria. El extracto metandlico fue
positivo a flavonoides, el acuoso a glucésidos, y ambos fueron positivos a fenoles y
taninos; siendo los flavonoides, fenoles y taninos, metabolitos secundarios considerados
como inhibidores enziméticos y antioxidantes en el caso de flavonoides y taninos
(Bruneton, 2001). Dicha caracteristica fitoquimica estd relacionada con la actividad
farmacolégica que se busca, ya que los inhibidores enziméticos estdn relacionados a la
inhibicién de a-glucosidasas y por tanto al control de la diabetes mellitus tipo 2. En
cuanto a la presencia de antioxidantes, caracteristica relacionada con la captacién de
radicales libres (compuestos altamente carcinogénicos) (National Cancer Institute, 2005).
Seria importante evaluar la interaccion de compuestos presentes en E. dioeca en relaciéon

a tratamientos preventivos contra el cancer.

7.2.3. Cuantificacion de compuestos fendlicos

La prueba de cuantificacion de compuestos fendlicos (Figura 12), mostrd
coincidencia con los resultados obtenidos en la prueba cualitativa de metabolitos
secundarios, ya que se presenté6 mayor concentracion en el extracto metanolico, seguido
por el acuoso y por dltimo, una concentracién marcadamente menor que en los dos
extractos anteriores, el diclorometéanico.

Cuando se analiz6 el 100% de la soluciéon madre (4 mg/ml), se observé que el
extracto metandlico presenté 219.65 ng/ml de unidades equivalentes de 4cido tanico,
mientras que el extracto acuoso en la misma concentraciéon presentd 193.98 ng/ml, y el
diclorometanico 128.25 ng/ml.

Dicho comportamiento sugiere que los extractos metanodlico y acuoso son

biol6gicamente més activos en referencia a los compuestos fenodlicos presentes.
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Compuestos Fendlicos
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—&— Metanol ——Agua Diclorometano === Acido tanico

Fig. 12 - Gréfica de cuantificaciéon de compuestos fendlicos en los extractos metanodlico, acuoso y
diclorometanico de E. dioeca.

Dentro de los compuestos fendlicos se puede encontrar que se clasifican los
fenoles, taninos y flavonoides, metabolitos secundarios cuya actividad de inhibicién
enzimatica ya ha sido reportada (Bruneton, 2001).

Una vez mads cabe recalcar la importancia en la complejidad fitoquimica de los
extractos metanolico y acuoso, la cual reside en su posterior respuesta bioldgica en las

pruebas farmacolégicas, sobretodo en las referentes a inhibiciéon de a-glucosidasas.

7.3.  Estudio farmacolégico

7.3.1. Pruebas de citotoxicidad

En el ensayo de citotoxicidad en las lineas celulares tumorales de carcinoma de
colon (COLON), carcinoma de cérvix (UISO) y carcinoma nasofaringeo (KB), se obtuvo
un resultado negativo, ya que ninguno de los extractos presenté un efecto citotéxico; la
dosis necesaria para reducir al 50% el crecimiento celular (EDsp) nunca fue inferior a 20
pg/ml (Cuadro 4), de hecho las EDsj calculadas fueron muy superiores a dicho valor

(Swanson, y Pezzuto, 1986).
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Cuadro 4 - Pruebas de citotoxicidad, EDs en las distintas lineas celulares

Extracto / Linea COLON KB UISO
celular
EDsg EDsotedrico | EDsg EDsotedrico | EDsg EDs tedrico
pg/ml | (ug/ml) pg/ml | (ug/ml) pg/ml | (ug/ml)
Hexano <20 6.4944x107°|>20 3.03614x10'° | <20 8.07471x107
Diclorometano |>20 197.451059 | <20 4.09044x107°|>20 16112.61387
Metanol >20 762.646414 |>20 390.3803522 | >20 350848.645
Agua >20 51547475.6 | >20 2279.374804 | >20 2140409416

Se realizaron los andlisis de varianza para comparar el efecto de cada extracto en
las distintas lineas celulares tumorales; sin embargo, al no tener una EDsp menor a la
minima establecida por los estdndares internacionales, no se muestran los analisis
estadisticos realizados.

7.3.1.1. Linea celular tumoral de carcinoma de colon

(COLON)

De las tres lineas celulares, la que tuvo un crecimiento mds apropiado fue la de
cancer de colon, ya que casi cuadruplicé la poblaciéon celular en 72 horas (3.793 veces;
cociente del tubo control entre el tubo tiempo inicial). Sin embargo, ninguno de los
extractos presentd inhibiciéon en el crecimiento celular, pero tampoco incrementé el

mismo; por lo que no presentaron efecto alguno sobre la linea celular (Figura 13).
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Figura 13 - Gréficas referentes a la prueba de citotoxicidad en linea celular tumoral de carcinoma de colon
(COLON) con los extractos de E. dioeca

7.3.1.2.  Linea celular tumoral de carcinoma nasofaringeo

(KB)

Esta linea celular triplicé su biomasa durante las 72 horas (2.973 veces). En esta

linea celular ningln extracto tuvo una actividad inhibitoria, ya que ni disminuyé ni
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increment6 el crecimiento celular; y presenté dosis con EDsp muy elevadas para los

estindares buscados. En el caso de los extractos hexanico y diclorometanico los

resultados del conteo celular presentaron una gran dispersion entre si, siendo poco

confiables los resultados (R2=0.56 y R2=0.30 respectivamente) (Figura 14).
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Agua y = -18.749x + 113.09
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Figura 14 - Gréficas referentes a la prueba de citotoxicidad en la linea celular de carcinoma
nasofaringeo (KB) con los extractos E. dioeca

7.3.1.3. Linea celular tumoral de carcinoma de cérvix (UISO)

En ésta linea celular préacticamente no existi6 desarrollo celular (1.35 veces).
Ninguno de los extractos tuvo un efecto ya que no existi¢ inhibicién ni incremento del
namero celular. Por otro lado, ninguno de los extractos present6 linearidad en sus
resultados (hexano R?= 0.107, diclorometano R2?= 0.507, metanol R?= 0.075, acuoso R2=

0.374) (Figura 15).

Hexano y = 6.9665x + 92.446
R%=0.1071

140.0
o 1200 ¢
- /
8 100.0 S~
E /
g 80.0 1 —<
§ 600
g 400
X 200

0.0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 05 1 15 2 25
log [extracto]

58



Diclorometano
=-10.494x + 94.15
R? = 0.5076
120.0
£ 100.0
S 4
§ 60.0
o 400 -
T
* 200
0.0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 05 1 1.5 2 25
log [extracto]
Metanol y = -7.4956x + 91.564
R?=0.075
140.0
2 1200 - —-
& 1000 =
£
= 80.0
1) [ 28
S 600 - >
$ 400
X 200
0.0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 05 1 1.5 2 25
log [extracto]
Agua y=-5.6878x + 103.07
R? = 0.3741
120.0
2 100.0 !\‘_?—d
5
E 80.0
§ 60.0
o
o 400
T
£ 200
0.0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 05 1 1.5 2 2.5
log [extracto]

Figura 15 — Graéficas referentes a la prueba de citotoxicidad en linea celular tumoral de carcinoma de cérvix (UISO)
con los extractos de E. dioeca

Los resultados obtenidos en las pruebas de citotoxicidad muestran que ninguna
EDsy fue menor a 20 pg/ml, y al calcular el valor teérico de la dosis necesaria para
reducir al 50% el crecimiento celular, encontramos valores sumamente altos, del orden

de concentracion de gramos por mililitro para poder inhibir el crecimiento celular.
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Los extractos hexanico en la linea de carcinoma de colon y diclorometénico en las
lineas de carcinoma nasofaringeo y de cérvix, promovieron el crecimiento celular en vez
de inhibirlo, ya que aumenta levemente la biomasa celular; sin embargo, los valores
tedricos calculados son infimos, por esta razén no se puede considerar un valor menor a
20 pg/ml, ni tampoco un efecto citotéxico.

En cuanto al comportamiento de cada linea celular tumoral evaluada,
encontramos distintas respuestas. El caso de la linea celular de carcinoma de colon
(COLON) es la de mejor comportamiento celular, ya que presenté el mejor crecimiento,
casi cuadruplicando la poblacién celular. Por otro lado fue el que presentd resultados
mas fidedignos, pues el margen de error fue muy bajo en cada uno de los extractos
evaluados.

La linea celular de carcinoma nasofaringeo (KB) triplicé su nimero celular, no
obstante, en las pruebas con los extractos hexédnico y diclorometanico los margenes de
error fueron altos, dando como resultado un comportamiento poco fidedigno.

En el caso de la linea celular de carcinoma de cérvix (UISO) se observé un
crecimiento casi nulo, ademds de presentar los margenes de error mds altos de las tres
lineas celulares tumorales, teniendo asi resultados poco fidedignos; el comportamiento
de esta linea celular puede estar relacionado a la cantidad de pases que se habian
realizado antes de utilizar el cultivo, ya que al repetir muchas veces dicho proceso las
células en suspensién dejan de reproducirse correctamente.

En general, no existe accién citotéxica en ninguno de los extractos de E. dioeca
sobre las lineas celulares tumorales evaluadas, pues no varia la poblacién celular. Los

extractos no inhibieron, ni promovieron de forma considerable el crecimiento celular.

7.3.2. Toxicidad aguda

El ensayo de toxicidad aguda mostré que los extractos suministrados (metandlico
y acuoso) en una dosis elevada (6 g/kg) no produjeron alteraciéon fisiologica o
conductual en los animales; los seis ratones por grupo examinados mostraron signos de
total normalidad en las distintas observaciones realizadas.

Se monitore6 a los animales durante la primera hora, y tampoco presentaron
alteracion fisioloégica o conductual notoria, todos se movian, comian y bebian con

normalidad.
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Se realizaron observaciones a las 6, 12 y 24 horas subsecuentes y tampoco
presentaron alteracion alguna.

Se efectud una ultima observacion a los 15 dias de suministrada la sustancia para
verificar si existia algun tipo de alteracién a largo plazo, y los animales se encontraron
en un estado normal, sin alteracién fisiolégica o conductual evidente, sobreviviendo
todos.

Como un primer enfoque para corroborar si los extractos metanélico y acuoso
presentaban toxicidad aguda se empled el protocolo 423, denominado “Toxicidad aguda
por el método de clases”, empleado por la OECD para regular el comercio de sustancias
quimicas entre los paises miembros. El protocolo 423 indica que de no existir
alteraciones conductuales o fisiol6gicas al administrar una dosis tnica de 5 gramos por
kg a 3 roedores durante las primeras 24 horas y ademads, no hay defunciones en 15 dias
de observacién, el preparado se considera “inocuo” (OECD; 2000).

El uso de modelos biolégicos complejos, como los animales de laboratorio,
permite conocer el efecto de los extractos vegetales sobre los sistemas anatémicos y
fisiol6gicos animales, no s6lo en el érgano o proceso metabdlico diana, como se puede
analizar en un modelo in vitro.

Si se desea proponer un determinado extracto vegetal como fitofdarmaco, siempre
es necesario conocer si va a ser o no dafiino para el organismo, por lo que las pruebas de
toxicidad son indispensables; y cabe destacar que el protocolo 423 aboga por la
reduccion de animales de laboratorio, basando las pruebas en concentraciones altas del
compuesto a evaluar.

De esta forma el ensayo de toxicidad aguda permitié ver la inocuidad de los
extractos metanolico y acuoso de E. dioeca.

Este resultado es de gran importancia ya que permite realizar distintas pruebas

farmacolégicas in vivo.

7.3.3. Inhibicion de a-glucosidasas in vitro

El ensayo preliminar de inhibicion de a-glucosidasas in vitro demostré que a una
concentraciéon de 2 mg/ml, solamente los extractos metandlico y acuoso presentaron una
actividad inhibitoria de a-glucosidasas considerable (78.5% y 56.7% respectivamente),

superando de esta forma al control conocido (extracto acuoso de Tecoma stans (46.2%))
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(Figura 16), por lo que los extractos antes mencionados se sometieron a una valoracién
en una gama de concentraciones distintas para obtener la curva dosis - respuesta que

permite caracterizar farmacolégicamente a cada uno de éstos.
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Figura 16 - Ensayo preliminar de inhibicién de a-glucosidasas (2 mg/ml) con los extractos metanélico y
acuoso de E. dioeca.

Los extractos metanélico y acuoso de E. dioeca presentaron un porcentaje de
inhibicién de a-glucosidasas alto, similar e inclusive superior al registrado por el
extracto acuoso de T. stans el cual habia demostrado actividad inhibitoria significativa
(Tapia, 2006).

La mayor actividad inhibitoria de los extractos metanélico y acuoso de E. dioeca
estd relacionada con los resultados de las pruebas fitoquimicas, pues se trata de los
extractos fitoquimicamente mds activos, conteniendo una mayor concentracion de
compuestos fenélicos, con grupos de metabolitos secundarios como flavonoides, fenoles
y taninos, los cuales estan reportados como inhibidores enziméaticos (Bruneton, 2001); es
probable que la mayor actividad inhibitoria de a-glucosidasas pueda estar ligada a

algin compuesto perteneciente a dichos grupos de metabolitos secundarios.
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Cabe resaltar que los extractos de E. dioeca que mostraron mejores resultados,
estan relacionados a la forma en la que normalmente se preparan los remedios botanicos
en la medicina tradicional, esto es en infusién (similar al extracto acuoso) o en

maceraciones en alcohol (similar al extracto metanolico).

7.3.3.1. Curva dosis - respuesta extracto metandlico

La curva dosis-respuesta obtenida mostr6 un claro comportamiento dosis
dependiente, ya que a mayor dosis mayor porcentaje de inhibicién de a-glucosidasas.
La curva muestra una tendencia a estabilizarse al alcanzar las dosis maximas probadas,
practicamente no varié la respuesta inhibitoria entre las concentraciones mas elevadas
(93.96% y 96.64% para 4y 16 mg/ml respectivamente (Figura 17).

En las condiciones en las que se llev6 a cabo el experimento: homogenado de
epitelio intestinal (BBP) de rata cepa Long Evans como fuente de a-glucosidasas y
almidén como sustrato (12.5 mg/ml), el extracto metanélico presenté un nivel de
inhibicién maximo de 96.64% (Cuadro 5).

Se encontr6 una diferencia significativa entre los distintos porcentajes de
inhibicién a las distintas concentraciones en las que se evalué el extracto (F=220.69,
P=0.0000001) (Apéndice 1, Cuadro 1). Al analizar los efectos entre cada una de las
concentraciones encontramos que entre las dos tltimas concentraciones (4 y 16 mg/ml)
no existen diferencias significativas en la respuesta inhibitoria de a-glucosidasas; entre
el resto de las concentraciones (0.08, 0.16, 0.4, 1.6 y 4) se presentan diferencias
significativas (Apéndice 1, Cuadro 2).

Por otro lado los datos presentaron consistencia en cada una de las repeticiones
efectuadas, presentando asi un error muy bajo (R2= 0.971).

En cuanto a la dosis efectiva para inhibir al 50% las o-glucosidasas (EDso)
encontramos que se necesitan 0.432 mg/ml de extracto metandlico de E. dioeca; si
consideramos que cualquier extracto de origen vegetal, evaluado a 2 mg/ml, presenta
un porcentaje de inhibicién de o-glucosidasas mayor al 50% es un candidato a la
generaciéon de fitofarmacos para el control de diabetes mellitus tipo 2, el extracto
metandlico de E. dioeca se vuelve un aspirante prometedor para dicha actividad,

mostrando un valor superior a muchos otros extractos vegetales evaluados (Tapia, 2006).
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Cuadro 5 - Extracto metandlico, respuesta inhibitoria de a-glucosidasas a distintas concentraciones.

Concentracién extracto (mg/mi) DEs3,
0.08 0.16 0.4 1.6 4 16 (mg/mi)

Porcentaje de inhibicién
(%) 14 27.82 42.79 77.54 93.96 96.64 0.432

Extracto metandlico
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Figura 17 - Curva dosis - respuesta del extracto metanolico de E. dioeca, en la inhibicién de a-glucosidasas.

7.3.3.2. Curva dosis - respuesta extracto acuoso

La curva dosis-respuesta obtenida para el extracto acuoso mostré también un
comportamiento dosis dependiente, en este caso la curva presenté una asintota en la
seccion de concentraciones minimas probadas, la respuesta inhibitoria de o-glucosidasas
practicamente no vari6 entre la concentraciéon de 0.08 mg/ml y la de 0.16 mg/ml (25.66%
y 32.51% respectivamente) (Figura 18).

El extracto acuoso, en las condiciones en las que se llevé a cabo el experimento,
present6 un nivel de inhibicion maximo de 88.82% (Cuadro 6).

Se encuentra una diferencia significativa entre los distintos porcentajes de
inhibicién de las distintas concentraciones en las que se evalué el extracto (F=199.07,
P=0.0000001) (Apéndice 1, Cuadro 3). Al analizar los efectos entre cada una de las

concentraciones se encuentra que la diferencia entre las concentraciones minimas (0.08 y
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0.16 mg/ml) no es significativa en la respuesta inhibitoria de a-glucosidasas; entre el

resto de las concentraciones (0.016, 0.4, 1.6, 4 y 16 mg/ml) si se encuentran diferencias

significativas (Apéndice 1, Cuadro 4).

En esta curva dosis-respuesta también se encuentra que los datos presentaron

consistencia en cada una de las repeticiones efectuadas, con un margen de error muy

bajo (R2= 0.964).

La DEs del extracto acuoso de E. dioeca fue de 0.527 mg/ml, siendo también en

este caso un valor muy prometedor, ya que refleja el potencial inhibidor de a-

glucosidasas de dicho extracto.

Cuadro 6 - Extracto acuoso, respuesta inhibitoria de a-glucosidasas a distintas concentraciones.

Concentracion extracto (mg/mi)

0.08

0.16

04

1.6

16

DEsy
(mg/mi)

Porcentaje de inhibicion
(%)

25.66

32.51

38.65

59.88

76.20

88.82

0.527
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Figura 18 - Curva dosis - respuesta del extracto acuoso de E. dioeca, en la inhibiciéon de o-glucosidasas.
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Fig. 19 - Curva dosis-respuesta de los extractos metanoélico y acuoso de E. dioeca

En la curva dosis - respuesta para los extractos de E. dioeca se puede ver que el
extracto metanolico presenta mayor porcentaje de inhibicién de a-glucosidasas con
respecto al extracto acuoso (Apéndice 1, Cuadros 5 y 6, Figura 19), sin embargo, esta
respuesta no se repite a todas las concentraciones evaluadas, ya que a 0.08 y 0.16 mg/ml
el extracto acuoso muestra mayores porcentajes de inhibicién que el extracto metandlico.
Esta caracteristica queda claramente representada al visualizar el cruce entre las curvas
que cada extracto describe.

Por otro lado, la curva dosis - respuesta se asintotiza en distintas zonas en cada
uno de los extractos; en el caso del extracto metandlico esto sucede en las
concentraciones mas altas (4 y 16 mg/ml), mientas que en el caso del extracto acuoso
ocurre en las concentraciones mas bajas (0.08 y 0.16 mg/ml); y en ambos casos, el
fenémeno que se observa en la grafica estd apoyado en las pruebas estadisticas que se
realizaron, es decir, no hay diferencias significativas entre las respuestas inhibitorias en
la zona donde se estabiliza la gréfica.

Las zona de aplanamiento en la curva dosis - respuesta del extracto metanolico
significa que se ha llegado al nivel maximo de respuesta o actividad inhibitoria de a-
glucosidasas, por mas que se aumente la dosis, no se conseguira mayor respuesta. En el
caso de la curva dosis - respuesta del extracto acuoso se encuentra que aunque la dosis

minima varfe, la respuesta obtenida serd similar; esto estd relacionado con la mayor
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respuesta inhibitoria de a-glucosidasas que el extracto acuoso presenta a
concentraciones bajas.

En cuanto a la DEsq de los extractos de E. dioeca, fue la del extracto metanélico la
mas baja; sin embargo, la del extracto acuoso es también notable. Los valores
presentados permiten proponer a E. diceca como un candidato al desarrollo de
fitofarmacos enfocados al control de la diabetes mellitus tipo 2, pues su actividad in vitro
fue bastante prometedora.

En conclusioén los extractos metandlico y acuoso de E. dioeca, independientemente
de las particularidades previamente discutidas, presentaron niveles altos de inhibicion

de a-glucosidasas in vitro en las condiciones en las que se llevé a cabo la prueba.

7.3.4. Inhibicion de a-glucosidasas in vivo

7.34.1. Informe del establecimiento del modelo experimental
de diabetes mellitus tipo 2 en ratas macho cepa Long

Evans

De las 35 ratas macho cepa Long Evans sometidas a la inyeccién de
estreptozotocina (STZ), una semana después de la aplicacién 30 bajaron notoriamente
de peso; un promedio de 38 g, lo que se traduce en un 15% del peso promedio inicial de
los animales (Cuadro 7).

El modelo de diabetes mellitus tipo 2 en rata cepa Long Evans present6 un 86%
de efectividad, destacando que ningtn animal muri6é debido a la suministracién de la

sustancia en las semanas subsecuentes.

Cuadro 7 - Peso de las ratas cepa Long Evans una semana después de la inyeccién de STZ.

Peso promedio Peso promedio post % de peso perdido Glucemia inicial
inicial dosis de STZ promedio (mg/dl)
243.5¢ 206.15¢g 15.33 % 264.3

Los 30 animales no sélo presentaron una baja de peso, ademds mostraban otras
alteraciones fisiolégicas como exceso de ingesta de agua y una mayor cantidad de
excrecion urinaria; dichos sintomas coinciden con los presentes en los individuos

diabéticos, la polidipsia, la poliuria, la pérdida de peso y niveles de glucosa altos en
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sangre (American Diabetes Association, 2006). Ademds presentaron un promedio de
264.3 mg/dl de glucemia en sangre antes de suministrarse el almidén, corroborando este
valor el estado hiperglucémico en las ratas.

Cinco de las ratas sometidas al procedimiento de induccién de diabetes, no
presentaron indicios fisiol6gicos de poseer el padecimiento, esto se debi6 posiblemente a
que no fueron aplicadas correctamente las inyecciones de estreptozotocina, por
movimientos inherentes a las ratas no se lleg6 a depositar la dosis a nivel peritoneal y
por tanto no se desencaden¢ el dafio pancreético.

No obstante, los cinco animales no diabetizados se incluyeron en los grupos de
estudio ya que se requerian para completar los mismos.

Cabe hacer hincapié en la necesidad de tener un modelo animal confiable para
evaluar la inhibicién de a-glucosidasas in vivo, que nos permita corroborar si la accién
inhibitoria de los extractos de E. dioeca evaluada en los sistemas in vitro es reproducible
en un sistema complejo, pues finalmente se piensa en que pueda ser llevado a la
generaciéon de un fitofarmaco que ayude al control de la diabetes mellitus tipo 2 en

humanos.

7.3.4.2. Ensayo de inhibicion de a-glucosidasas in vivo: curva

de tolerancia al almidén

Se eligi6 la acarbosa como control positivo, ya que dio mejores resultados que los

del 4cido tanico, ambos inhibidores de a-glucosidasas conocidos (Figura 20).
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Figura 20 - Grafica de la curva de tolerancia al almidén utilizando inhibidores conocidos de a-glucosidasas:
acarbosa y acido tanico.

La curva de tolerancia al almidén mostré que el extracto metanolico (500 mg/kg)
fue el mejor inhibidor enzimatico en comparacién con el extracto acuoso (Cuadro 8§,
Figura 20). El analisis de varianza mostré diferencia significativa entre los distintos
tratamientos (F= 20.809, P= 0.0000001) (Apéndice 1, Cuadro 7); en la prueba de rango
multiple se encontraron diferencias significativas entre el extracto metanoélico respecto al
control negativo (sin inhibidor), y no hubo diferencias significativas entre el extracto
metandlico con respecto al acuoso y del extracto acuoso con respecto al control
negativo, sin inhibidor (Apéndice 1, Cuadro 8).

Al analizar la respuesta inhibitoria obtenida en cada uno de los tiempos
encontramos que a los 30 minutos existe una diferencia significativa entre los
tratamientos (F=4.861, P= 0.0034) (Apéndice 1, Cuadro 9); y la prueba de rango multiple
mostré que solo existe diferencia significativa entre los controles (Apéndice 1, Cuadro
10).

A los 60 minutos se vuelve a encontrar diferencia significativa al analizar todos
los tratamientos (F= 5.607, P= 0.0013) (Apéndice 1, Cuadro 11), y la prueba de rango
multiple mostré que al igual que lo ocurrido en el tiempo anterior, sélo los controles
presentaron diferencias significativas (Apéndice 1, Cuadro 12).

A los 90 minutos se muestran diferencias significativas entre los tratamientos (F=
7.685, P=0.0001) (Apéndice 1, Cuadro 13). En la prueba de rango mltiple, se encuentra

que ademéds de la diferencia significativa entre los controles, también el extracto acuoso
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presenté diferencia significativa con respecto al control positivo, pero respecto al
extracto metandlico no hubo diferencias estadisticamente significativas (Apéndice 1,
Cuadro 14).

A los 120 minutos se encontré que vuelve a existir diferencia significativa al
analizar todos los tratamientos juntos (F= 5.776, P= 0.0011) (Apéndice 1, Cuadro 15),
pero al aplicar la prueba de rango multiple se observé la misma respuesta que los 90
minutos, (Apéndice 1, Cuadro 16).

Con base en lo anterior, se puede postular que los extractos tuvieron una
actividad inhibitoria favorable, y la actividad inhibitoria de a-glucosidasas fue similar

entre los extractos metanélico y acuoso.

Cuadro 8 - Inhibicién de a-glucosidasas in vitro, % de glucemia en sangre a lo largo de 120 min para cada
tratamiento.

Tiempo o 30’ 60’ 90’ 120°
Tratamiento
Control — 100 124.9 137.0 143.9 134.8
Acuoso 100 115.4 119.5 129.3 121.4
Metandlico 100 105.4 116.2 122.3 121.0
Control + 100 101.1 98.6 89.3 84.6
% de glucemia
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Figura 21 - Grafica de la curva de tolerancia al almidén de los extractos metandlico y acuoso de E. dioeca (500
mg/kg), en un modelo de diabetes mellitus tipo 2 en rata cepa Long Evans.
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Lo primero que se observo en el ensayo de inhibicién de a-glucosidasas in vivo,
curva de tolerancia al almidon, es el comportamiento del control positivo elegido para
efectuar la prueba. Se us6 acarbosa porque presenta mejores porcentajes de inhibicion
que el acido tanico, ademas se utilizé6 como inhibidor de a-glucosidasas para detener la
reaccion en las pruebas in vitro; por otro lado es uno de los farmacos més prescritos para
el control de la diabetes mellitus tipo 2, en el rubro de inhibidores enzimaticos, razén
suficiente para ser evaluado junto con un extracto vegetal, con miras al desarrollo de
fitofarmacos con el mismo fin.

Sin embargo, se puede observar que no sélo evité que se produjeran picos
posprandiales, sino también baj6 los niveles de glucosa en sangre; dicho fenémeno no
debe haberse presentado pues no se trata de un hipoglucemiante, no es un farmaco de la
familia de las sulfonilureas o tiazolidinedionas. Este comportamiento podria ser el
resultado del estado de ayuno en los animales, ya que el consumo de glucosa endégena,
aunado a la dosis de acarbosa suministrada que impide cualquier hidroélisis del
polisacarido, puede reflejarse en un decremento de los niveles de glucemia,
confundiéndose con una accién hipoglucemiante.

En cuanto al resultado de los extractos metandlico y acuoso de E. dioeca en el
ensayo de inhibicion de a-glucosidasas in vivo se encuentra que varia con respecto a los
resultados de la prueba in vitro, pues el porcentaje de inhibiciéon de a-glucosidasas
disminuy6 (aproximadamente un 45% menos), ya que se trata de un sistema complejo,
un organismo vivo, en el que el extracto no llega de forma pura al tracto digestivo, se
dan una serie de interacciones metabélicas en su camino.

La diferencia en el porcentaje de inhibicion de a-glucosidasas entre el extracto
metanolico y el extracto acuoso de E. dioeca ya no es notoria, ambos extractos tienen un
comportamiento similar, evitan los picos posprandiales, lo que se corroboré con las
pruebas estadisticas, ya que no existen diferencias significativas entre la respuesta
obtenida para cada extracto, atin cuando existe una tendencia del extracto metandlico a
ser un mejor inhibidor.

Analizando los resultados del ensayo de inhibicién de a-glucosidasas en los
distintos tiempos, se encuentra que el extracto metandlico de E. diceca tuvo una
respuesta favorable en todos los tiempos evaluados ya que al revisar los analisis

estadisticos, se puede ver que el extracto metandlico nunca presenté diferencias
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significativas con respecto al grupo tratado con acarbosa, su respuesta fue similar a la
del control positivo.

En el caso del extracto acuoso de E. dioeca se encuentra que va perdiendo eficacia
conforme pasa el tiempo desde su administracién, ya que a los 90 y 120 minutos
present6 una respuesta no favorable, teniendo diferencias significativas con respecto al
grupo tratado con acarbosa, por lo que en estos dos periodos no se comporté como un
inhibidor eficaz de a-glucosidasas.

No obstante, de manera general, ambos extractos presentaron una inhibicién de
o-glucosidasas semejante.

Dentro de el ensayo de inhibicién de a-glucosidasas in vivo hay que denotar que
existe un problema en el método que residi6 en la forma en la que se tomaron las
muestras de sangre, pues las ratas sufren cierto nivel de estrés que puede generar
variaciones en los niveles de glucosa en sangre, por esta razén se debe buscar, en un
futuro, un método menos estresante en el cual no se tenga que manipular demasiado al
animal, o bien un tratamiento previo al estudio en el cual se tranquilice al animal.

Finalmente, se puede decir que los extractos metanélico y acuoso de E. dioeca
actian de manera similar, y que su capacidad inhibitoria de a-glucosidasas es suficiente
para evitar los picos posprandiales, siendo candidatos a la formulaciéon de un

fitofarmaco para el control de la diabetes mellitus tipo 2.

A partir del desarrollo de los objetivos planteados al inicio de éste trabajo de
investigacion, los estudios fitoquimico y farmacolégico de los extractos de E. dioeca
permiten proponerla como una planta potencial en la elaboracién de un fitofdrmaco para
el control de la diabetes mellitus tipo 2.

En el estudio fitoquimico de los extractos de E. dioeca se encontré que el
metandlico y el acuoso posefan mayor complejidad fitoquimica, caracterizada por la
presencia de compuestos fenélicos, destacando los flavonoides, terpenos y fenoles, los
cuales son considerados inhibidores enzimaéticos, entre éstos de a-glucosidasas (Scheen,
2003; Franco, 2002; Bruneton, 2001; Melo, et al., 1999). Dicho resultado tuvo que ser
corroborado por la evaluacion farmacoldgica a la que fueron sujetos los extractos.

La prueba de citotoxicidad en las lineas celulares de carcinoma de colon,

nasofaringeo y cervical fue negativa para todos los extractos de E. dioeca pues ninguno
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present6 actividad citotoxica en concentraciones igual o menores a 20 pg/ml segtn lo
indican los estdndares internacionales (Swanson y Pezzuto, 1986); por lo que no es
posible proponer que los extractos de E. dioeca pudieran ser agentes citotéxicos para el
tratamiento de carcinomas humanos, como lo sugerian los criterios quimiotaxonémicos.

Sin embargo, no se descarté que, por la abundancia de flavonoides y otros
polifendlicos, los extractos polares (acuoso y metabdlico) puedan tener un efecto
quimioprotector a estos padecimientos

Al mismo tiempo, este resultado indica la inocuidad a nivel celular de los
extractos de E. dioeca; fue necesario corroborar por medio de una prueba de toxicidad
que una dosis aguda de los mismos que no afectan a un organismo complejo. Los
resultados obtenidos de dicha prueba mostraron la sobrevivencia de todos los ratones y
la ausencia de alteraciones fisiolégicas y conductuales durante el periodo de evaluacion.

En el caso de la prueba de inhibicién de o-glucosidasas in vitro se obtuvo el
resultado esperado, concordando con la presencia de compuestos fenolicos, ya que los
extractos metanodlico y acuoso presentaron DEsp muy prometedoras (0.432 y 0.527
mg/mL respectivamente); siendo incluso menores a las de otros extractos vegetales
evaluados anteriormente (Tapia, 2006), siendo asi candidatos a la producciéon de
fitofarmacos para el control de la diabetes mellitus tipo 2.

El primer paso para escalar la actividad biolégica de un extracto vegetal, es la
prueba en animales de laboratorio, por lo que el modelo de inducciéon de diabetes
mellitus tipo 2 en rata macho cepa Long Evans, fue ideal para realizar la curva de
tolerancia al almidén, obteniendo niveles de inhibicién de a-glucosidasas considerables,
para pensar en la elaboracién de un fitofdarmaco a partir de los extractos metandlico y

acuoso de E. dioeca.
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El presente estudio tiene implicaciones en la produccién de un fitofdrmaco para
el control de diabetes mellitus tipo 2, ya que presentd, en todas las pruebas realizadas,
niveles consistentes de inhibiciéon de oa-glucosidasas, y fue inocuo en las pruebas de
citotoxicidad y toxicidad realizadas. Sin embargo, faltan otras pruebas que nos den
informacién acerca de la toxicidad al administrar de manera crénica los extractos;
estudios fitoquimicos que permitan conocer el o los compuestos activos responsables de
la actividad biolégica de los extractos de E. dioeca; y buscar las condiciones de cultivo de
la planta que aseguren las caracteristicas fitoquimicas de la planta en estado silvestre,

permitiendo asi la estandarizacion de los extractos.
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8. Conclusiones

v" De los cuatro extractos de E. dioeca evaluados (hexano, diclorometano,
metanol y acuoso), el metandlico y acuoso fueron los que presentaron
mayor riqueza fitoquimica. Dentro de dicha complejidad son los
compuestos fenélicos (flavonoides, terpenos y fenoles) los que se
relacionan con la actividad biolégica de los extractos, referida a la

inhibicién de a-glucosidasas.

v" Los extractos de E. dioeca no presentaron actividad citotoxica en ninguna
de las lineas celulares tumorales evaluadas (COLON, KB y UISO), éste
resultado estd relacionado con la nula presencia de metabolitos

secundarios de caracteristicas citotoxicas.

v" Los extractos metandlico y acuoso de E. dioeca mostraron actividad

inhibitoria de a-glucosidasas en los ensayos in vitro efectuados.

v' Los extractos metandlico y acuoso de E. dioeca inhibieron las o-
glucosidasas y evitaron los picos posprandiales en las ratas cepa Long
Evans diabetizadas; los principios activos responsables de dicha actividad
se encuentran posiblemente relacionados a la presencia de compuestos

fenolicos.
v' Se propone a Euphorbia diceca Kunth como una planta viable en la

elaboracién de un fitofarmaco para el control de la diabetes mellitus tipo

2.
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10. Apéndice 1: Cuadros de analisis de varianza y pruebas de rango miltiple

Efecto G.L. C.M. G.L. CM. Fc N.S.
efecto efecto error error
Extracto
metanolico 5| 4860.046 18 | 22.02178 | 220.6927 | 0.0000001*1
Cuadro 1- ANOVA Curva dosis - respuesta extracto metandlico de E. dioeca
Concentracion
(mg/ ml) 16 4 1.6 0.4 0.16
16
4 0.962333
1.6 0.000356* | 0.001346*
0.4 0.000158* | 0.000158* | 0.000158*
0.16 0.000158* | 0.000158* | 0.000158* | 0.007433*
0.08 0.000158* | 0.000158* | 0.000158* | 0.000158* | 0.005240*

Cuadro 2 - Prueba de rango mdltiple para todas las concentraciones del extracto metanélico de E. dioeca

Efecto G.L. C.M. G.L. C.M. Fc N.S.
efecto efecto error error
Extracto
acuoso 5| 2520.006 18 | 12.65878 | 199.0718 | 0.0000001*
Cuadro 3 - ANOVA Curva dosis - respuesta extracto acuoso de E. dioeca
Concentracién
(mg/ ml) 16 4 1.6 0.4 0.16
16
4 0.001183*
1.6 0.000158* | 0.000196*
0.4 0.000158* | 0.000158* | 0.000158*
0.16 0.000158* | 0.000158* | 0.000158* | 0.240619
0.08 0.000158* | 0.000158* | 0.000158* | 0.002589* | 0.240619

Cuadro 4 - Prueba de rango multiple para todas las concentraciones del extracto acuoso de E.dioeca

'G.L.- grados de libertad; C.M.- cuadrados medios; N.S.- nivel de significancia; * existe diferencia
significativa (o= 0.05)
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Efecto G.L. C.M. G.L. C.M. Fc N.S.

efecto efecto error error
Extractos 1 333.277 36 | 17.34028 19.2198 | 0.000097*
Concentraciones 5| 7100.816 36 | 17.34028 | 409.4983 | 0.0000001*

Cuadro 5 - ANOVA Curva dosis - respuesta de los extractos metandlico y acuoso a todas las
concentraciones de E. dioeca

Extracto

Metanolico

Acuoso

0.000211*

Cuadro 6 - Prueba de rango mdltiple entre los extractos metanolico y acuoso de E. dioeca

Efecto G.L. C.M. G.L. CM. Fc N.S.
efecto efecto error error
Tratamientos 3| 26700.55 491 | 1283.102 | 20.80937 | 0.0000001*
Cuadro 7 - ANOVA Inhibicién de a-glucosidasas in vivo de E.dioeca para todos los tiempos
Tratamiento Control - Extracto acuoso | Extracto
(s/inhibidor) metandlico
Control -
(s/inhibidor)
Extracto
acuoso 0.051778
Extracto
metandlico 0.013088* 0.862527
Control +
(acarbosa) 0.000008* 0.000015* 0.003016*

Cuadro 8 - Prueba de rango multiple para la inhibicién de a-glucosidasas in vivo de E.dioeca para todos los

tiempos
Efecto G.L. CM. G.L. CM. Fc N.S.
efecto efecto error error
Tratamientos 3| 3145.968 95| 647.0953 | 4.861677 | 0.003441*

Cuadro 9 - ANOVA Inhibicién de a-glucosidasas in vivo de E. dioeca a los 30 minutos
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Tratamiento Control - Extracto acuoso | Extracto
(s/inhibidor) metandlico

Control -

(s/inhibidor)

Extracto

acuoso 0.489619

Extracto

metandlico 0.066732 0.631712

Control +

(acarbosa) 0.003393* 0.216418 0.956258

Cuadro 10 - Prueba de rango mdultiple para la inhibicién de o-glucosidasas in vivo de E.dioeca a los 30

minutos
Efecto G.L. C.M. G.L. C.M. Fc N.S.
efecto efecto error error
Tratamientos 3| 7196.866 95 | 1283.357 | 5.607842 | 0.001389*
Cuadro 11 - ANOVA Inhibicién de a-glucosidasas in vivo de E.dioeca a los 60 minutos
Tratamiento Control - Extracto acuoso | Extracto
(s/inhibidor) metandlico
Control -
(s/inhibidor)
Extracto
acuoso 0.258018
Extracto
metandlico 0.241703 0.992328
Control +
(acarbosa) 0.000675* 0.185866 0.443753

Cuadro 12 - Prueba de rango mdultiple para la inhibicién de o-glucosidasas in vivo de E.dioceca a los 60

minutos
Efecto G.L. C.M. G.L. C.M. Fc N.S.
efecto efecto error error
Tratamientos 3| 14612.12 95| 1901.186 | 7.685789 | 0.000119*

Cuadro 13 - ANOVA Inhibicién de a-glucosidasas in vivo de E.dioeca a los 90 minutos
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Tratamiento Control - Extracto acuoso | Extracto
(s/inhibidor) metandlico

Control -

(s/inhibidor)

Extracto

acuoso 0.581073

Extracto

metandlico 0.376427 0.962310

Control +

(acarbosa) 0.000176* 0.010861* 0.105886

Cuadro 14 - Prueba de rango multiple para la inhibicién de o-glucosidasas in vivo de E.dioceca a los 90

minutos
Efecto G.L. C.M. G.L. C.M. Fc N.S.
efecto efecto error error
Tratamientos 3| 11959.82 95 | 2070.426 | 5.776501 | 0.001134*
Cuadro 15 - ANOVA Inhibicién de a-glucosidasas in vivo de E.dioeca a los 120 minutos
Tratamiento Control - Extracto acuoso | Extracto
(s/inhibidor) metandlico
Control -
(s/inhibidor)
Extracto
acuoso 0.733298
Extracto
metandlico 0.801175 0.999996
Control +
(acarbosa) 0.000627* 0.031342* 0.078543

Cuadro 16 - Prueba de rango mdltiple para la inhibicién de o-glucosidasas in vivo de E.dioeca a los 120

minutos
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