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RESUMEN

La Diabetes mellitus tipo 2 es un problema de salud publica mundial que
anualmente cobra muchas vidas; tan s6lo en Estados Unidos 7% de su
poblacion es diabética y en el afio 2005 se registraron 1 millébn de casos
nuevos (WHO, 2005).

En nuestro pais esta patologia es muy frecuente en personas entre 20 y 70
afos; 8% son diabéticas y en total representan 4 millones, aunado a esto 1

millon desconoce que padece diabetes (SSA, 2006).

Por los dafios que esta enfermedad cronico degenerativa causa en la poblacion
en edad productiva, a nivel nacional e internacional se han implementado
mecanismos de prevencién y tratamiento de este padecimiento para

contrarrestarlo.

En México, el deterioro de los pacientes diabéticos es uno de los principales
problemas de salud y se estima que esto ira en aumento en los proximos afos.
Si bien un gran numero de personas se trata con hipoglucemiantes orales, otro
gran numero de pacientes, principalmente en el ambito rural, se trata con
plantas medicinales, por lo que queda claro la importancia de estudiar de una

manera cientifica los posibles efectos de estas plantas.

En este trabajo se evalud el efecto de dos plantas hipoglucemiantes: Cecropia
obtusifolia Bertol y Mosannona depressa, sobre la secrecion de insulina en
ratas (n-STZ) diabéticas.

Se probaron los extractos butandlicos de Cecropia obtusifolia Bertol y
Mosannona depressa (Baill) Chatrou, dos plantas utilizadas para el tratamiento
de la diabetes tipo 2 en el sureste de México. Estas muestran un efecto similar
al control positivo del farmaco tolbutamida, capaz de estimular la célula beta del
pancreas a secretar insulina. El efecto que muestran estas plantas sobre la
secrecion de insulina, se vio acentuado al comparar las curvas de glucosa
contra las de insulina con valores de glucosa correspondientes a sus curvas de

insulina.



1. DIABETES

En 1985 se estimd que 30 millones de personas alrededor del mundo tenian
diabetes tipo 2. Para 1995 esta cifra se dispar6 a 135 millones. La
Organizacion Mundial de la Salud estimé que el numero de personas con
diabetes alrededor del mundo en el aino 2000 fue de 177 millones; para el afio
2030, el organismo predice que existiran 370 millones de adultos diabéticos en
el mundo. Esto implica un incremento del 120% en el numero de casos.
También para esa fecha, la edad promedio de las personas diabéticas en los
paises desarrollados sera de 65 afnos; mientras que, para los paises en vias de
desarrollo como México sera de 45 a 64 afos de edad, esto es, la etapa mas
productiva de la vida. En México, el numero de pacientes se incrementara de 2,
178,507 a 6, 130,209, es decir, el 182 % en el mismo periodo pasando a
ocupar el quinto puesto en el mundo (WHO, 2005).

En el ultimo informe de gobierno de los Estados Unidos Mexicanos (2006), se
declaré que la diabetes es la primer causa de muerte en el pais, ya que en
1985 se registraron 20 918 muertes y para el 2006 se registraron hasta
septiembre 65 500, lo que refleja la presencia de un aumento aproximado del
300% en tan solo 20 afios (SSA, 2006).

En México, la Secretaria de Salud informé que la diabetes mellitus es la
primera causa de muerte en el pais (SSA, 2006), con una tasa de mortalidad
general de 1/48.96.

La diabetes esta asociada a un aumento del riesgo de sufrir una cantidad de
complicaciones serias, muchas veces graves, y algunas poblaciones estan
expuestas a un riesgo aun mayor (ADA, 2004).

Un mal nivel de glucemia en la sangre conduce a las siguientes enfermedades:

. Microangiopatia



Polineuropatia

Sindrome del pie diabético
Retinopatia

Nefropatia

Adipohepatia
Macroangiopatia

Coma diabético



1.1 Definicion de diabetes segun la WHO (1999) y ADA (2004)

La diabetes mellitus describe un desorden metabdlico de multiple etiologia
caracterizado por hiperglucemia crénica con alteraciones en el metabolismo de
carbohidratos, grasas y proteinas, debidos a los defectos en la secrecion o

accion de la insulina.
Existen dos tipos principales de Diabetes:

Diabetes Tipo 1. En la cual el pancreas falla en la produccion de insulina, lo
cual es esencial para sobrevivir. Esto se debe a una destruccion completa de
las células B con ausencia total de insulina. Sin embargo, en raras ocasiones
una diabetes mellitus mucho mas leve puede deberse a anomalias genéticas
determinadas de la sintesis y secrecion de insulina. Este tipo de diabetes se
desarrolla principalmente en nifios y adolescentes, pero se ha notado un

incremento en etapas de la vida mas avanzadas.

Diabetes Tipo 2: La cual resulta de la incapacidad del cuerpo para responder
propiamente a la accién de la insulina producida por el pancreas. Un factor
importante en este tipo de diabetes es el trastorno leve o precoz del patron de
secrecion de la insulina. Se caracteriza por cambios de la secrecién ciclica,
disminucién de la frecuencia de los pulsos y retraso de la respuesta ante la
elevacion de la cantidad de glucosa. Finalmente deja de reconocerse su
capacidad de estimulacion. La causa primaria del trastorno de la célula B aun
no se conoce. La diabetes tipo 2 es mucho mas comun y cuenta con alrededor
del 90% de todos los casos de diabetes en el mundo. Esta ocurre mas
frecuentemente en adultos, pero se ha observado un incremento en

adolescentes también.

Diabetes Gestacional. Se define como cualquier grado de intolerancia a la
glucosa reconocida por vez primera durante el embarazo. Generalmente
después de aproximadamente seis semanas posparto las mujeres vuelven a

valores normales en su control glucémico.

Otros tipos de diabetes se presentan en menos del 5% de todos los casos

diagnosticados, entre ellos se encuentran el defecto genético en las células



beta, resistencia a la insulina determinada genéticamente, enfermedades del
pancreas causadas por defectos hormonales, por compuestos quimicos o
farmacos (WHO, 1999).

Por tanto es indispensable desarrollar estudios alrededor de esta enfermedad y
sus complicaciones, ya que se estima que cada afo mueren cerca de 4
millones de personas a causa de diabetes; generalmente estas muertes son
asociadas a sus complicaciones cardiovasculares. Ademas, un gran numero de
pacientes diabéticos no es capaz de seguir trabajando lo cual es una causa de
la pérdida de la productividad (WHO, 2005).



2. ALTERACION DE LA TOLERANCIA A LA GLUCOSA

Todos estos datos nos obligan a pensar en el impacto sanitario que determina
esta enfermedad y a jerarquizar la importancia de su prevencion y diagnostico

temprano.

Para ello es de gran interés la identificacion de las personas con alto riesgo de
desarrollar diabetes. En este sentido, los nuevos criterios diagnosticos de
Diabetes propuestos por la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) y por un
comité asesor de la OMS (Organizacion Mundial de la Salud), han facilitado la
deteccion temprana de los trastornos en la tolerancia a los hidratos de carbono,
ya que la mayor revision involucra la disminucion de los valores de glucemia de
ayuno para el diagndstico de diabetes, de 140 mg/dl a 126 mg/dl (7.8 mmol/lt a
7 mmol/lt).

Los términos IFG (Impaired Fasting Glucose) e IGT (Impaired Glucose
Tolerance), se refieren a estadios metabdlicos intermedios entre la
homeostasis normal de la glucosa y la DM (Diabetes Mellitus). Son estadios
previos al desarrollo de la diabetes. No son entidades clinicas propiamente
dichas, pero su importancia radica en que se ha demostrado que constituyen
factores de riesgo para el desarrollo de DM o una enfermedad cardiovascular
(WHO, 1999).

La prevalencia de la IFG, IGT y diabetes, ha sido ampliamente estudiada en
una poblacién adulta de los EEUU, a través del NANHES Il (Third National
Health and Nutrition Survey). La prevalencia de diabetes fue estimada en 5.1%
para adultos > de 20 afios de acuerdo a los viejos criterios de la OMS (1985).
Usando los criterios de la ADA (1997), los datos del NANHES Il indican que la
diabetes afecta a 7.8% de los adultos > de 20 afios; o sea que, la prevalencia
de diabetes no diagnosticada es de 2.7%. IFG fue encontrada en 6.9% > de 20
afnos e IGT en 15.6% de adultos entre 40 y 74 afios (Harris M. et al, 1998).

Quizas los porcentajes no reflejan la importancia de estos hallazgos, pero si
pensamos en la alta prevalencia de diabetes en el mundo, estos porcentajes

implican el diagndstico de nuevos diabéticos y de la alteracidn en la tolerancia



a la glucosa en millones de personas en el mundo, que podria ayudar a
prevenir la diabetes en personas que presentan estos desordenes metabdlicos

(ADA 2004). Por otro lado, el tratamiento principal no farmacologico es el
ejercicio y la dieta.



3. HIPOGLUCEMIANTES ORALES

Alrededor del 40% de las personas que sufren diabetes requieren de
hipoglucemiantes orales para el control de la glucosa en la sangre, cerca de
40% necesita insulina (WHO, 2006).

Las modificaciones en la dieta y el ejercicio son la primera linea de tratamiento
para los diabéticos tipo 2. Las dietas bajas en calorias para inducir pérdida de
peso resultan en un decremento de la glucosa en plasma, en algunos casos
normalizando los niveles de glucosa sanguineos. El mecanismo para mejorar la
homeostasis de la glucosa seguido de la pérdida de peso, provoca la

disminucion de la insulina circulante ( Moorodian A., 1996).

La pérdida de peso y el ejercicio provocan una mejor respuesta a la insulinay
la utilizacion de glucosa y mejoran los perfiles lipidico y lipoprotéico. Cuando
estos métodos fallan en controlar adecuadamente los niveles de glucosa en

sangre, entonces se prescriben hipoglucemiantes orales (Moller ,2001).

Entre los hipoglucemiantes orales (Tabla 1) se encuentran las sulfonilureas,
biguanidas, meglitinidas, tiazolidinedionas e inhibidores de las alfa-
glucosidasas, los cuales se encargan de controlar las principales causas de la
hiperglucemia, como son la deficiencia en la produccién de insulina, la
produccion de glucosa hepatica, la resistencia periférica a la insulina y la
absorcion de glucosa a nivel intestinal, respectivamente. Cuando no es

suficiente el tratamiento con los agentes orales se administra insulina.



AGENTES HIPOGLUCEMIANTES ACTUALES PARA LA DIABETES TIPO 2

CLASE DE DROGA BLANCO SITIO DE EFECTOS
MOLECULAR ACCION SECUNDARIOS
INSULINA Receptor de Higado, musculo  Hipoglicemia y
insulina , tejido adiposo aumento de peso
SULFONILUREAS Receptor SU Células B Hipoglicemia y
(glibenclamida, pancréticas aumento de peso
tolbutamida))
NATEGLINIDA Canal de K+
REPAGLINIDA dependiente de
ATP
BIGUANIDAS Desconocido Higado (musculo) Disturbios

(metformina)

gastrointestinales

Acidosis lactica

Inhibidores de la a-
glucosidasas

(acarbosa)

a-glucosidasas

Intestino

Disturbios

gastrointestinales

Thiazolidinedionas
(Pioglitazona,

Rostiglazona)

PPARy

Tejido adiposo,

musculo. higado

Aumento de peso,

edema, anemia

Tabla 1 tomada de Moller, 2001.




3.1 SULFONILUREAS

Las Sulfonilureas son de los agentes hipoglucemiantes orales mas utilizados,

entre ellos se encuentra la Glibenclamida y la Tolbutamida (Figura 2), los

cuales son secretagogos de insulina.

Las sulfonilureas son substancias capaces de estimular a la célula beta del

pancreas a secretar insulina (Fig. 1), efecto que es mas acentuado en

presencia de glucosa.

Célula ffuncionanie
Presencia de calcio

Presencia de glucosa
exogena

Blogueo de los canales de
potasio dependientes de ATP

.

Despolarizacion de las
células 3

.

Apertura de los canales
de calcio

U

Flujo de calcio intracelular

Insulinosecrecion

Fig. 1 Mecanismo de accidon de las sulfonilureas (Doyle M. et al,

2003).

La molécula de sulfonilurea bloquea un canal de salida de potasio en la célula

beta, el cual normalmente se cierra por influencia del ATP. Dicha accion

conduce a un aumento del calcio libre intracelular que, estimula la secrecion de

insulina a partir de las célulasp. Asi mismo, las sulfonilureas inhiben el



metabolismo hepatico de la insulina, permitiendo, una mayor biodisponibilidad
de la hormona. Aunque diversos estudios han mostrado que por efecto de tales
farmacos se puede mejorar la sensibilidad de los érganos blanco a la insulina,
el significado clinico de esta observacién no es claro. Por lo general la
efectividad de las sulfonilureas depende de la presencia de una reserva

funcional de las células beta (Doyle, M., 2003).

Se ha estimado que 20% de los pacientes tratados con sulfonilureas muestran
una pobre respuesta inicial al tratamiento, lo que se conoce como “falla
primaria”, y obliga a considerar la adicién de un segundo farmaco o a utilizar

otra estrategia terapéutica (Moorodian A., 1996).

CH;
5 0
s w1
e e S
? Az k H Y

Figura 2. Molécula de Tolbutamida (ntp.niehs.nihn.gov)

4. SINDROME METABOLICO (SM)
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En la fisiopatologia del sindrome metabdlico (SM) se imbrican alteraciones en

el metabolismo glucolipidico, estados proinflamatorios y protrombdéticos.

El vinculo entre todas ellas se atribuye a la resistencia insulinica (RI),
favorecida por el aumento de acidos grasos libres, muchas veces relacionado
con el sobrepeso. Este estado provoca trastornos en la utilizacion de glucosa
celular, asi como desregulacion de su produccion hepatica ( Han T. S. et al,
20006).

El metabolismo lipidico presenta también las consecuencias de la Rl
(Resistencia a la Insulina), que desembocan en las alteraciones caracteristicas

del SM: hipertrigliceridemia e hipocolesterolemia HDL.

La hipertension se relaciona con diferentes mecanismos como consecuencia

de alteraciones en la via de la insulina y en la regulacion del sistema nervioso.

En 1998 la OMS considero que una persona presenta sindrome metabdlico si

cumple con 2 o mas de los siguientes criterios:

CARACTERISTICA CRITERIO
Circunferencia Abdominal

Hombre >120cm
Mujer >88 cm

c- HDL en ayuno

Hombre <40 mg/dL
Mujer < 50 mg/dL
Triglicéridos > 150 mg/dL
Glucosa en sangre > 110 mg/dL
Presién sanguinea > 130/85 mmHg

Tabla 2: Adult Treatament Panel lll (ATP 111 2001).
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En la actualidad se acepta el denominador comun de la resistencia a la insulina

(RI), para la mayoria de los casos de sindrome metabdlico y diabetes mellitus.

En el desarrollo del sindrome metabdlico hay factores predisponentes (Fig. 3)

que se ven potenciados por factores adquiridos, como el exceso de grasa

corporal y la escasez de actividad fisica (Bajaj M., et al 2003).

Deficiencia de Insulina

Mal
funcionamiento

células beta
Produccién
hepética de /<
Glucosa >A . . .
Hiperglicemia

=)

Glucosa-Induccion
Secrecion de Insulina

. Defecto de
Rc.Tsp_ueslt_a del tejidlo Captacion de Hiperinsulinemia —%  post-
afainsuiina l alucosa celular basal receptor
Transporte l
de Glucosa

Insulina
ligada

Resistencia a la Insulina

Fig. 3. Secuencia patogénica de eventos ligados al desarrollo de la diabetes tipo2. Fuente:
Bajaj M., et al, 2003.
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4.1 RESISTENCIA A LA INSULINA EN EL SIDROME METABOLICO

Se ha considerado como hipotesis fisiopatologica subyacente al SM la RI. Esta
se define como un defecto en la accion de la insulina que provoca aumento de

la insulina basal para mantener la glucemia en un rango normal.

El principal contribuyente al desarrollo de Rl es el exceso de acidos grasos
libres (AGL) circulantes, que se derivan bien de las reservas de triglicéridos
(TG) del tejido adiposo sometidos a la lipasa dependiente de monofosfato de
adenosina ciclico (cCAMP) o bien de la lipdlisis de lipoproteinas ricas en TG en

los tejidos por la lipoproteinlipasa (Petersen Falk, et al 2006).

Al desarrollarse la RI, aumenta la liberacién de AGL en el tejido adiposo que, a

su vez, inhiben los efectos antilipoliticos en la insulina.

Por otro lado, los AGL suponen un exceso de sustrato para los tejidos
sensibles a la insulina y provocan alteraciones del sistema de sefiales que
regulan el metabolismo de la glucosa. En el musculo modifican la accion de las
proteincinasas. En el higado, en experimentacion animal se ha comprobado
que provocan defectos en los receptores estimulados por insulina. Los AGL
aumentan la produccion hepatica de glucosa y disminuyen en los tejidos
periféricos la inhibicion de la utilizacion de glucosa mediada por insulina.
Mientras tanto, continta la génesis de lipoproteinas hepaticas, relacionada con

el efecto estimulante de dichos AGL y de la insulina (Bajaj M., et al, 2003).

En el muasculo, en pacientes resistentes a la insulina, obesos y con diabetes
mellitus (DM) tipo 2, se han encontrado defectos intracelulares en la
fosforilacion oxidativa de las mitocondrias que se relacionan con la ocupacion
de las vias metabdlicas por los lipidos, llegando incluso a su acumulacion en
forma de TG.

Se considera que el almacenamiento disfuncional de energia del obeso es el
punto clave para el desarrollo del SM. Segun esta teoria, la Rl es consecuencia
de alteraciones en el procesado y almacenamiento de acidos grasos y

triglicéridos (TG) (moléculas basicas de reserva energética).
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La tendencia fisiolégica es el almacén de TG en adipocitos pequefios
periféricos, pero cuando la capacidad de estas células se sobrepasa, se
acumulan en el musculo y causan Rl a la insulina de dichos tejidos (Miranda et
al, 2005).

El aumento del tejido adiposo intraabdominal o visceral provoca un aumento
del flujo de AGL hacia la circulacién esplacnica, mientras que los derivados del
tejido subcutaneo evitan el paso hepatico y sus consecuencias (aumento de la
produccion de glucosa, sintesis de lipidos y secrecidn de proteinas

protrombdticas).

También se ha comprobado que el depdsito patoldgico puede realizarse en
adipocitos periféricos anormalmente grandes, como se demuestra en un
estudio realizado en indios pima. El efecto del tamano del adipocito en el riesgo
del desarrollo de DM parece ser independiente y aditivo al efecto de la insulino-

resistencia (Laclaustra et al, 2006).

Los sindromes lipodistroficos constituyen un buen ejemplo de las
consecuencias de la incapacidad de almacén del exceso de TG en los
depdsitos fisioldgicos. Como consecuencia, en estos individuos se producen

hipertrigliceridemias severas, higado graso y DM (idem).
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5. MECANISMO DEL TRANSPORTE DE INSULINA

Hoy sabemos que la accién metabdlica primaria de la insulina es facilitar la
disposicion postpandrial de glucosa, via sus acciones en tres 6rganos blanco:
supresion de la produccién de glucosa por el higado, estimulacién del
metabolismo de glucosa en musculo esquelético y tejido adiposo. Los defectos
en la secrecién de insulina y en la accion de la insulina sobre sus tejidos

blanco, se manifiestan clinicamente como diabetes.

El descubrimiento de la insulina por Banting y sus colegas a comienzos de la
década de los 20’s, se considera como uno de los logros cientificos mas
grandes del siglo XX. Al igual que otros descubrimientos, este tiene aun
implicaciones muy profundas. A pesar de los avances que se han alcanzado
hasta el momento con respecto a esta molécula, hay mucho por descubrir
sobre como es que lleva a cabo sus efectos. Mas de 80 afios han pasado
desde el descubrimiento de la insulina y los eventos moleculares apenas se
han comenzado a elucidar desde hace 20 afios con la clonacion del receptor de
insulina, los avances de la biotecnologia y el desarrollo de anticuerpos

especificos a fosfotirosina (Ross S., et al, 2004).

Un efecto metabdlico primario de la insulina es estimular la utilizacién de
glucosa circulante en el musculo y el tejido adiposo. Bajo la mayoria de las
condiciones fisiolégicas, se piensa que el transporte de glucosa tiene un limite
en cuanto a la utilizacién y al metabolismo en el musculo esquelético y tejido

adiposo.

Por lo tanto, la regulacion del transporte de glucosa por la insulina es un factor

critico en la homeostasis de la glucosa (Barg S., 2003).

Conceptualmente, el transporte de glucosa mediado por insulina puede ocurrir
ya sea por estimulaciéon de la actividad de proteinas de transporte que se
encuentran en la superficie de células o por translocacién de un transportador
intracelular a la superficie celular en respuesta a la insulina (Fig. 4). Se sabe

ahora que la utilizacion de glucosa mediada por insulina es mediada a través
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de un transportador isotipo 4 (Glut 4), tanto en musculo como en tejido adiposo.
El transportador Glut 4 es Unico por su biologia de translocacién a la membrana
plasmatica en respuesta a insulina o contraccion muscular. Este proceso es
defectuoso en la diabetes mellitus, sin importar el tipo. En cualquiera de los
casos, la translocacién de Glut 4 hacia la superficie celular de musculo y tejido
adiposo estimulada por la insulina es atenuada. Por lo tanto, como primer paso
para la identificacion de puntos de intervencion terapéutica, hay un enfoque en
identificar y caracterizar la maquinaria molecular de sefializacién de insulina
con el objetivo ultimo de identificar una terapéutica racional (Ross S. et al,
2004).

Glucosa ] Recentor insulina
Glut 4 |
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Figura 4. Mecanismo del transporte de la insulina (Najjar S., 2001).
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6. MODELOS DE MEDICION DE SENSIBILIDAD A LA INSULINA.

Existen varios procedimientos desarrollados para la medicion de sensibilidad a
la insulina: clamp euglicémico, prueba de tolerancia a la glucosa endovenosa o
modelo minimo, prueba de supresion de la insulina y prueba de tolerancia a la

insulina.

. Clamp euglicemico: La metodologia del clamp fue inicialmente ideada
por Andres, R. y colaboradores (1966), por analogia con el clamp de voltaje
utilizado en neurociencias. Basicamente se inyectan, por via endovenosa, una
dosis de insulina fija y una infusion variable de glucosa suficiente para lograr
valores sanguineos normales durante la prueba. El clamp tiene algunas
desventajas, es una técnica altamente invasiva, los efectos hipoglucemicos se

mantienen por mas tiempo aunque la insulina recupere su nivel basal.

. Modelo minimo: se inyecta glucosa al 50%, por via endovenosa, esto es
seguido de frecuentes muestreos de glucosa e insulina durante 240 minutos.
Con estos datos, se derivan mediante dos ecuaciones diferentes los indices de
sensibilidad a la insulina (SI) y efectividad de la glucosa (Sg). indices debajo de
2x 104 uU/mLx min. ocurren en presencia de severa resistencia insulinica;
mientras que valores sobre 5x 104 uU/mLx min. son observados en sujetos
normales (Saad M. et al, 1994).

e Prueba de supresiéon a la insulina: fue descrita por primera vez por Shen
(1970), en su version original contemplaba una infusion cuadruple de glucosa,
insulina, propanolol y epinefrina. Experimentalmente se induce hiperglucemia,
lo que estimula la produccién enddégena de insulina, que es inhibida por la
adrenalina, y dado que ésta estimula la produccion enddégena de glucosa, se
administra propanolol para bloquearla. Posteriormente la prueba fue modificada
reemplazando la adrenalina y el propanolol por somatostatina (Harano Y. et al,
1977), que suprime la secrecion enddégena de insulina, glucagon y hormona del

crecimiento, inhibe la gluconeogénesis en individuos normales como en
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diabéticos y no tiene efectos directos sobre la glucosa ni sobre el metabolismo
de lipidos.

. Prueba de tolerancia a la insulina: fue el primer método desarrollado
(Reaven G.M. et al, 1983) para evaluar la sensibilidad de la insulina in vivo, y
consiste en aplicar, por via intravenosa una dosis farmacoldgica de insulina
(0.1 U/KQ), recolectar muestras de sangre para medir glucosa e insulina a los
15 y 5 minutos previos a la insulina, y a los 3, 6, 9, 12, 15, 20,y 30 minutos

después de la infusion.

Por otro lado, existen varios modelos in Vitro que han sido desarrollados para
el estudio de la secrecion pancreatica de insulina. Estos incluyen la perfusion
del pancreas, aislar los islotes de Langerhans, purificar las células 3 y obtener
lineas celulares secretoras de insulina. La concentracion de insulina es medida

125|

por radio inmunoensayo (usando —marcador de insulina) o ELISA (enzyme

linked inmunoassay).

El pancreas perfundido, los islotes aislados y las células B purificadas son
preparados en fresco después de sacrificar al animal (usualmente ratas o
ratones). Aislar los islotes de Langerhans conlleva a la digestion en colagenasa

y la purificacion de tejidos exocrinos. (Soumyanath 2006)

Las técnicas para purificar células 3 primarias son igualmente complicadas y
requieren técnicas especiales tales como la activacion fluorescente de células
para clasificar las diferencias entre las células B y otras células de los islotes de
Langerhans. En suma, las células 3 primarias no proliferan en cultivo y es dificil
mantenerlas por un periodo largo de tiempo. Estos factores limitan el uso de los
islotes aislados y de las células B primarias si se requieren hacer varios

experimentos.

Por otro lado, se han desarrollado lineas celulares secretoras de insulina. Estas
lineas celulares son transformadas usando diferentes técnicas tales como la
radiacion, la transformacion viral y la biotecnologia. La ventaja de las lineas
celulares es que se pueden mantener mucho mas tiempo y ser empledas en
varios experimentos. En comparacion con los islotes de Langerhans aislados,

se minimiza el numero de animales utilizados en los experimentos. Sin
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embargo, como las células B son transformadas, pierden algunas

caracteristicas (Idem.).
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7. TECNICA ELISA (Enzyme Linked Inmunoabsorvent Assay)

Se ha utilizado la técnica ELISA para la medicion de la insulina en ratas con
diabetes inducida, ya que es un método eficaz, ademas de presentar mayor
sensibilidad a la insulina, que los radio inmunoensayos; por lo tanto, las
muestras son mas reducidas en volumen, permitiéndonos obtener varias

repeticiones de la misma.

Esta técnica se basa en la deteccion de un antigeno inmovilizado sobre una
fase sdlida mediante anticuerpos que directa o indirectamente producen una
reaccion, cuyo producto, por ejemplo un colorante, puede ser medido

espectrofotométricamente (Lehninger, 2000).

Este método ha tenido una enorme aplicacion en todos aquellos campos en los
que se precisa la cuantificacion de productos mediante anticuerpos: diagndstico
clinico, deteccion viral, clasificacion de anticuerpos en isotipos, busqueda de

anticuerpos monoclonales, entre otras muchas aplicaciones.

La técnica Elisa desarrolla cuatro fases principales en la mayoria de las

pruebas. Las 4 fases de un ensayo ELISA son las siguientes:

> Conjugacién del anticuerpo o del antigeno con un enzima
(peroxidasa, fosfatasa alcalina). El anticuerpo conjugado al enzima se emplea
en los ensayos directos e indirectos, sandwich. El antigeno marcado se emplea

en ensayos de competencia de antigenos.

> Union del antigeno (o del anticuerpo) a los pocillos. La unién de
anticuerpos o antigenos se realiza con facilidad a la superficie de plasticos

tratados que tienen gran afinidad por proteinas.

> Formacion de una o mas capas de inmunocomplejos. En el caso del
antigeno unido a la placa, se puede detectar mediante un anticuerpo anti-
antigeno marcado (ELISA directo) o empleando un anticuerpo primario anti-
antigeno y un secundario anti primario marcado (ELISA indirecto). Este

segundo método permite la amplificacion de la sefial al poderse unir uno o0 mas
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anticuerpos secundarios a cada anticuerpo primario. En el caso del anticuerpo
unido a la placa, se incuba con una mezcla de antigeno y antigeno marcado.
Se ensayan diferentes relaciones de antigeno frio frente a una cantidad fija de

antigeno marcado. Es el ensayo de competicion del antigeno.

> Revelado de la reaccion enzimatica. Después de un lavado para
eliminar todas las moléculas marcadas no fijadas en forma de
inmunocomplejos, se afade el sustrato enzimatico en solucion. Se deja
reaccionar y se lee la densidad o6ptica (D.O.) mediante espectrofotometria

(Technical guide for ELISA www.kpl.com).

Actualmente se conocen tres métodos principales de la técnica ELISA que son:
directo, indirecto y sandwich. En este trabajo utilizamos el método de sandwich,
ya que presenta una especificidad y sensibilidad mejores que los otros
métodos, y asi nos permitié cuantificar la insulina en ratas diabéticas n-STZ,

que presentan una deficiencia a la secrecion de insulina basal.

. ELISA sandwich (ensayo de captura de antigeno y deteccién mediante
inmunocomplejos). Se trata de un ensayo en el que se recubre el pocillo con un
primer anticuerpo anti-antigeno. Después de lavar el exceso de anticuerpo se
aplica la muestra problema en la que se encuentra el antigeno que sera
retenido en el pocillo al ser reconocido por el primer anticuerpo. Después de un
segundo lavado que elimina el material no retenido, se aplica una solucién con
un segundo anticuerpo anti-antigeno marcado. Asi pues, cada molécula de
antigeno estara unida a un anticuerpo en la base que lo retiene y un segundo
anticuerpo, al menos, que lo marca. Este ensayo tiene una gran especificidad y
sensibilidad debido a la amplificacion de sefal que permite el segundo

anticuerpo (Technical guide for ELISA www.kpl.com).
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8. MODELO n-STZ

La esteptozotocina es una molécula de 2-deoximetilnitroglicopiranosa que
produce un efecto toxico selectivo en las células B e induce diabetes mellitus en

animales de laboratorio.

Aunque el mecanismo exacto de su toxicidad todavia esta en discusion, una
propuesta del sitio de accién de la estreptozotocina (STZ) es el DNA nuclear
por radicales libres que atacan al nucleo de las células . Durante la
descomposicion de la estreptozotocina se forman iones carbonio altamente
reactivos, lo cual causa una alquilacion de las bases del DNA (LeDoux, et al,
1986). La STZ es responsable de un decremento en la disponibilidad de NAD,
lo que interrumpe los procesos enzimaticos de las células B y provoca su
muerte (Okamoto, 1981).

Las ratas neonatas tratadas con estreptozotocina al nacer (n0-STZ), muestran
una diabetes aguda con deficiencia de insulina después de 3-5 dias de
nacidas. Esto fue confirmado segun los siguientes criterios: la glucosa en
plasma es alta (345 + 37 mg/dl), la insulina pancreatica muestra un decremento
del 93%; la insulina en plasma es baja considerando los altos niveles de
glucosa, el glucagon en plasma es alto a pesar de no haber cambio en el
contenido de glucagon pancreatico. Las crias sobrevivientes fueron mantenidas

facilmente y en total hubo una mortalidad menor al 30%.

La marcada hiperglucemia observada en ratas neonatas tratadas con
estreptozotocina es solo pasajera. Esto puede explicar porque algunos autores
reportaron que las ratas neonatas fueron resistentes a la estreptozotocina. Al
final de la primera semana, la glucosa en plasma y los valores de insulina no

fueron significativamente diferentes a los controles.

Después de tres a cuatro semanas de edad, el peso corporal y los valores de
glucosa basal en plasma en las ratas n0-STZ no se distinguen de los valores
en ratas control. Sin embargo, después de ocho semanas de edad las ratas n0O-
STZ muestran una ligera hiperglucemia (150- 180 mg/dl), una respuesta

anormal a las pruebas de tolerancia a glucosa y un 50% de decremento en la
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insulina pancreatica y sin ningun cambio en el glucagon almacenado en

pancreas (Portha, et al., 1979).

Una interesante variante de este modelo ha sido reportada por Bonner-Weir
and Weir (Bonner-Weir, et al, 1981; Weir et al, 1981). Ratas Sprague Dawley
inyectadas al segundo dia de nacidas con 90 mg/kg de estreptozotocina (n2-
STZ). Para las seis semanas de edad estos animales muestran una
hiperglucemia basal mayor a 200mg/dl y una tolerancia anormal a la glucosa, y

una ligera hipoinsulinemia.

En vista de esta heterogeneidad en el modelo, se compararon ratas Wistar
hechas diabéticas con una inyeccion de estreptozotocina al segundo y al quinto
dia después de nacer. Como consecuencia de ésto se obtuvieron tres modelos

de diabetes no insulino dependientes (idem).

La versidbn n2-STZ muestra algunas caracteristicas, las cuales son muy
similares con las obtenidas en la version n0-STZ, dado que mostraron una
hiperglucemia basal con intolerancia a la glucosa, un aumento en la
hemoglobina glucocilada, una fuerte reduccién en la insulina pancreatica, un
decremento del 50% en la insulina en plasma y una falta de insulina cuando se

somete a la exposicion in vivo de glucosa.

El desarrollo y progresion de la hiperglucemia en la version Wistar n5-STZ
demostré muchas similitudes descritas por otros autores, usando el
procedimiento descrito por Bonner-Weir, et al, administrando 90 mg/kg de STZ
(Ibidem).

Las ratas n-STZ adultas se caracterizan por la baja liberacion de insulina en
respuesta a glucosa (Portha et al, 1979), porque el numero de células B
(almacenes de insulina en el pancreas) de estas ratas diabéticas es baja. La
secrecion defectuosa de insulina observada in vivo puede ser atribuida a estas
anormalidades cuantitativas de los islotes de Langerhans. Ademas, se
encuentran las alteraciones de las células B responsables de la mediacién del
estimulo y la variacion de acuerdo a la naturaleza del estimulo. Al presentar

estas caracteristicas el modelo n-STZ es una opcion viable para observar la
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deficiente secrecién de insulina, y de esta manera probar farmacos que

inducen un estimulo sobre la secrecion de insulina (Ibidem).
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9. ETNOFARMACOLOGIA

Holmstedt y Brunh (1983) definieron a la Etnofarmacologia como “La
exploracion interdisciplinaria de los agentes biolégicamente activos
tradicionalmente empleados u observados por el hombre”. Sin embargo, la
definicion que se acepta en nuestros dias fue propuesta por Schultes (1991),
quien la define como: “La observaciéon, identificacion, descripcion e
investigacion experimental de los efectos de las drogas utilizadas en la

medicina tradicional”.

La Etnofarmacologia tiene como objetivo principal el rescatar y documentar la
herencia cultural antes de que ésta se pierda, asi como investigar y evaluar los

agentes empleados.

La Etnofarmacologia es una ciencia interdisciplinaria, ya que abarca las
observaciones en campo, asi como también la descripcion del uso vy
preparacion de los remedios, la determinacion botanica del material obtenido,
también engloba los estudios fitoquimicos que son muy importantes para aislar
los compuestos presentes en las plantas, asi como los estudios

farmacologicos.

Esta ciencia ha tomado una gran relevancia en los ultimos afios, ya que varias
companias farmacéuticas estan interesadas en las plantas y su potencial para
obtener agentes terapéuticos que ayuden al tratamiento de algunas

enfermedades de gran prevalencia entre la poblacién.

Esta ciencia, surgié mucho tiempo atras de su propia definicion. Los hombres
de antiguas culturas utilizaban plantas, animales, hongos para curar
enfermedades; estos conocimientos se transmitian oralmente de generacion en
generacion. Tiempo después estos conocimientos se escribieron en libros

especializados de Herbolaria y Medicina Tradicional.

El papel de la Etnofarmacologia es muy importante en las sociedades actuales
ya que se busca reintroducir los conocimientos ancestrales de plantas y otras

especies utilizadas en la medicina tradicional, con una validacion cientifica para
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garantizar la utilizacion correcta y especifica de los remedios utilizados en

culturas antiguas y comunidades indigenas actuales.

9.1 PLANTAS HIPOGLUCEMIANTES

El empleo de las plantas medicinales con fines curativos es una practica que se
ha utilizado desde tiempo inmemorial. Durante mucho tiempo los remedios
naturales, y sobre todo las plantas medicinales fueron el principal recurso del
cual disponian los curanderos. Esto hizo que se profundizara en el
conocimiento de las especies vegetales que poseen propiedades medicinales y
ampliar su experiencia en el empleo de los productos que de ellas se extraen
(Soumyanath, 2006).

Los remedios a base de plantas medicinales presentan una inmensa ventaja
con respecto a los tratamientos quimicos, ya que los principios activos se
encuentran bioldgicamente equilibrados por la presencia de sustancias
complementarias que van a potenciarse entre si, de forma que en general no
se acumulan en el organismo, y por tanto sus efectos secundarios son

limitados.

Actualmente se conocen numerosas especies con posible actividad
hipoglucemiante, son utilizadas en paises occidentales desde hace siglos,
como la goma guar (Cyamopsis tetragonoloba) y la alholva (Trigonela foenum-
graecum); otras son menos conocidas y proceden de diferentes medicinas

tradicionales, entre ellas se cuentan la china, la hindd y la mexicana (idem).

Para el caso de México, Andrade-Cetto, and Heinrich, en 2005 reportaron que
al menos 306 especies de 235 géneros y 93 familias son usadas como agentes
hipoglucemiantes. Entre las familias mas mencionadas se encuentran:
Asteraceae, Fabaceae, Cactaceae, Solanaceae, Euphorbiaceae y Laminaceae.
Se estima que esta cifra puede duplicarse, debido a todas las especies que no

han sido documentadas.

A pesar de los numerosos estudios que se han realizado a nivel nacional y

mundial, y la gran cantidad de compuestos aislados de numerosas plantas
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reportadas en la literatura, en la actualidad solo se ha obtenido un derivado de
plantas medicinales util como hipoglucemiante: la metformina sintetizada de
Galega officinalis (Andrade-Cetto, 1999).

Los estudios farmacoldogicos que se han realizado sobre plantas
hipoglucemiantes van de lo mas simple a lo mas complejo, pero un problema
que en general presentan es que en pocos se ha aislado el principio activo, en
la mayoria de éstos solo se comprueba si presenta una actividad

hipoglucemiante o no.

Por tanto, es necesario realizar mas estudios interdisciplinarios, haciendo uso
de la fitoquimica, y asi poder determinar el principio activo, tanto como la
farmacologia para poder encontrar si existe un efecto hipoglucemiante, de la
fisiologia, sistematica y de otras muchas disciplinas, y asi poder encontrar un

agente hipoglucemiante con mayor eficacia.
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10. ANTECEDENTES DE LAS PLANTAS UTILIZADAS

Las plantas utilizadas en este estudio fueron seleccionadas por que han sido
estudiadas previamente como agentes hipoglucemiantes en el manejo de la
diabetes tipo 2. Y en este estudio se emplea un modelo farmacolégico de ratas
diabéticas que nos permite tener una percepcion sobre la estimulacion de la

secrecion de insulina de estas plantas.

10.1 Cecropia obtusifolia Bertol. (Cecropiaceae)

Nombres comunes: Hormiguillo, Guarumbo o Chancarro

Descripcion:

Arbol monopddico de hasta 20 metros, con tronco derecho, hueco, con
pequeios contrafuertes o raices zancudas de seccidén circular, con copa
irregular, estratificada y con pocas ramas horizontales al tronco. La corteza es
de color gris claro; las hojas se encuentran dispuestas en espiral y
aglomeradas en la punta de las ramas, son simples y peltadas, de color verde
oscuro, brillante en el haz y grisaceas en el envés. Especie dioica con flores en
espigas axilares sostenidas por una bractea espatiforme caediza, las espigas
masculinas son pardo grisaceas, 12-15 de 8-10 cm. de largo, espigas
femeninas de 4-6 de 13-20 cm de largo. Los frutos son aquenios agregados en
las espigas, que contienen una semilla de sabor similar al higo y maduran todo
el ano (Pennington y Sarukan, 1998).

Distribucion:

Tiene una amplia distribucion en el pais, que va desde Tamaulipas y San Luis
Potosi hasta Tabasco y Chiapas en la vertiente del Golfo, y desde Sinaloa
hasta Chiapas en el Pacifico. Propia de vegetacién secundaria de cualquier tipo
de selva, excepto en selva baja caducifolia y espinosa (idem).

Antecedentes Etnobotanicos:
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Se recomienda para el tratamiento de diabetes, asi como para problemas de
presion arterial y problemas renales en general. También hay reportes de su
uso para piquetes de alacran, quemaduras, como analgésico para el asma,
reuma, obesidad y nervios (Argueta, 1994). Este arbol tiene diversos nombres
segun la region: en Hidalgo y Oaxaca se le conoce como Hormiguillo,
Guarumbo o Chancarro y es usada para el tratamiento de la diabetes, se

emplea la infusion de las hojas tomada como agua de tiempo.

Antecedentes fitoquimicos:

Estudios fitoquimicos han detectado esteroles y taninos ademas de azucares
como: ramosa, glucosa y xilosa; también se han reportado la presencia de

saponinas y fenoles (Trejo, 1983).

Andrade-Cetto y Wiedenfeld en 2001 reportan para el extracto butandlico la
presencia de flavonoides, iso-orientina y acido clorogénico, de los cuales se ha
comprobado actividad hipoglucemiante; en el caso del acido clorogénico exhibe
un mecanismo de inhibicibn de la produccion hepatica de glucosa, y la

isorientina actua como antioxidante.

Antecedentes farmacologicos:

Trejo (1983) realizd estudios con ratones CD1 con diabetes inducida por aloxan
en el que reporta actividad hipoglucemiante del extracto hexanico de la planta.
Otro trabajo hecho con conejos hiperglucémicos demostré la accion
hipoglucemiante del extracto acuoso de las hojas de la planta (Roman-Ramos,
1991).

Andrade-Cetto y Wiedenfeld (2001) demostraron que la iso-orientina y el acido
clorogénico presentes en el extracto examinado en este trabajo, son los
responsables de la actividad hipoglucemiante en ratas con diabetes inducida
(n-STZ).

Revilla et. al 2007. (en prensa) reporta la actividad hipoglucemiante de

Cecropia obtusifolia Bertol probada en pacientes diabéticos.
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10.2 Mosannona depressa (Baill) Chatrou (ANNONACEAE)

Nombres comunes: elemuy ,yumel y Nazareno prieto.

Descripcion:

Arbusto o arbol, usualmente de 10 m. de altura o menos. Posee corteza gris
clara, el tronco de 20 cm. o menos de didametro, las ramas jovenes son pilosas
y se vuelven glabras rapidamente; las hojas jovenes sobre los peciolos miden
de 3-4 mm. de longitud, lanceoladas a elipticas, la mayoria de 7 a 12 cm. de
largo y de 2 a 5 cm. de ancho en etapas mas avanzadas de desarrollo, agudas
a atenuadas-acuminadas, usualmente agudas y desiguales en la base,
lustrosas por encima, un poco pilosas en sus estados jovenes pero conforme
envejecen se vuelve glabras, nervaciones prominentes; inflorescencias
terminales u opuestas a las hojas, pedicelos de 1 a 2 cm. de longitud, glabros o
ligeramente cubiertos de tricomas; los sépalos de redondos a ovalados,
obtusos, glabros, de 2 a 3 mm. de longitud; los pétalos totalmente ovalados o
elipticos, glabros, verdosos, de 18 a 23 mm. de longitud; sus frutos son bayas
de 1.5 cm. de longitud o mas pequefios, elipsoides, rojos, obtusos, glabros
(Standley y Steyermark, 1946).

Distribucion:
Habita en clima calido entre los 2 y los 34 msnm. Asociada a vegetacion

perturbada derivada de bosques tropicales caducifolio y subcaducifolio
(Argueta, 1994).

Antecedentes etnobotanicos:

Los usos medicinales de esta planta se encuentran referidos en la zona sur del
pais, Quintana Roo y Yucatan, siendo empleada en problemas renales, entre
ellos, mal de rifién, calculos y como diurético. Otros padecimientos en los que
se aplican sus propiedades medicinales son: diabetes, leucorrea y gonorrea
(Argueta et al., 1994; Andrade-Cetto and Martinez- Zurita et al., 2005).
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Andrade-Cetto et. al reportan para 2006 que en la comunidad maya de
Chikindzonot en el estado de Yucatan, M. depressa es utilizada como agente
hipoglucemiante para la diabetes tipo 2 y también es usada para problemas
renales. EI nombre con que es denominada esta planta es elemuy ,yumel y
Nazareno prieto. Se utiliza la infusidon de 15g. de la raiz en un litro de agua y es

ingerida como agua de uso.

Antecedentes fitoquimicos:

De la corteza de Mosannona depressa se han aislado los componentes
fenilicos alfa-azarona y otros tres propenilbencenos; ademas de dos alcaloides
parecidos en cuanto a estructura al alcaloide llamado ateroespermidina. Se ha
observado que a dosis de 80 mg./kg. de alfa-azarona administrada en rata, se
producen decrementos de colesterol y triglicéridos (Argueta, 1994). También
del extracto cloroférmico (CHCI3) de la corteza de la parte area se han aislado
los  siguientes = compuestos: 1,2,34 -  tetrametoxi-5-(2-propenyl)
benceno,2,3,4,5- tetrametoxicinnamaldehido, trans-isomiristicina, 2,3,4,5-
tetrametoxicinnamil alcohol y 2,3,4,5-tetrametoxibenzaldehido. Este ultimo
presentd actividad inhibitoria de crecimiento en plantulas de diferentes especies
(Jiménez et. al., 1996).

Andrade-Cetto et. al. (2005) reporta dos derivados fenil-butano; (1) 2-Hidroxi-3,
4 ,5-trimetoxi-I1-(2’,4’-hidroxi-3’-dihidroxi)butil-benzeno; (2) 2-hidroxi-3,4,5-
trimetoxy-1-(2’,3’,4’-hidroxi)butil-benzeno, obtenidos del analisis del extracto

butandlico de la raiz de M. depressa.

Antecedentes farmacologicos:
En el trabajo de Andrade-Cetto et. al (2005), se encontré actividad

hipoglucemiante de los extractos acuosos, asi como del extracto etandlico y

butandlico, en ratas con diabetes inducida.
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10. HIPOTESIS

Ha 2: El extracto butandlico de C. obtusifolia Bertol presenta un efecto sobre la

secrecion de insulina en ratas diabéticas (n-STZ).

HO 2: El extracto butandlico de C. obtusifolia Bertol no presenta un efecto sobre

la secrecion de insulina en ratas (n-STZ).

Ha 1. El extracto butandlico de M. depressa (Baill) Chatrou tiene un efecto

sobre la secrecion basal de insulina en ratas diabéticas (n-STZ2).

HO 1: El extracto butandlico de M. depressa (Baill) Chatrou no tiene un efecto

sobre la secrecién de insulina en ratas diabéticas (n-STZ).



11. OBJETIVOS

1. Evaluar el efecto del extracto butandlico de Cecropia obtusifolia Bertol

sobre la secrecion de insulina en ratas diabéticas (n- STZ).

2. Evaluar el efecto del extracto butandlico de Mosannona depressa (Baill)

Chatrou sobre la secrecion de insulina en ratas diabéticas (n-STZ).



13. METODOLOGIA

13.1 COLECTA DE MATERIAL.

Los extractos butandlicos de Cecropia obtusifolia Bertol y Mosannona depressa
(Baill) Chatrou, fueron anteriormente elaborados y estudiados por el Dr. Adolfo
Andrade Cetto y se encuentran referidos en sus publicaciones de los afios
2001, 2005. Las plantas cuentan con ejemplares de herbario depositados en el
herbario del IMSS, bajo los numeros de vaucher siguientes: Cecropia
obtusifolia Bertol IMSSM11496 y IMSSM14140; Mosannona depressa (Baill)
Chatrou IMSSM14702 y IMSSM14706.

13.1.1PREPARACION DE EXTRACTOS

Para el caso de Cecropia obtusifolia se tomaron 300g de planta molida, y para
M. depressa se utilizaron 600 g de la raiz; se colocaron en un cartucho de
papel filtro dentro de un soxhlet en hexano; se dejo extraer por 48 h.

aproximadamente.
Una vez extraido el hexano, éste se tira; se deja secar el cartucho.

La siguiente extraccion se hace con metanol por 48 horas, hasta que el color
del solvente sea muy palido; el metanol se evapora en el rotavapor a presion
reducida; una vez evaporado totalmente se realiza una limpieza de clorofilas,

para esto se le agrega la siguiente mezcla:
o Metanol 40%

e Agua 10%

o Tetracloruro de Carbono 50%

Se agita vigorosamente la mezcla en un embudo de separacion, dejando

escapar el gas, obteniendo después de un reposo de 10-15 min., dos fases:

 Fase superior Metanol- Agua



« Fase inferior Tetracloruro de Carbono

Se evapora la fase superior hasta que quede solo Agua, ya evaporado se
agrega una proporcion 1:1 agua: butanol; se evapora la fase butandlica hasta

obtener polvo; la cantidad final obtenida se pesa.

13.2 FARMACOLOGICA
13.2.1 Animales Experimentales

Se utilizaron ratas Wistar machos neonatos de 5 dias de nacidos (peso entre
10 y 12g) crias de hembras Wistar, obtenidas del Bioterio de la Facultad de
Ciencias de la UNAM.

Se mantuvieron bajo el cuidado de la madre hasta los 30 dias de edad,
después fueron destetados. Las ratas permanecieron en una sala a 25°C con
55% de humedad, en un fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad. Las
ratas tuvieron acceso ad limitum al alimento (Purina Ralston) y el agua durante

todo el experimento.



13.2.2 Grupos experimentales.

Las ratas fueron separadas en 6 grupos experimentales de 5 ratas cada uno,
conforme al tratamiento que recibian. Los tratamientos se muestran en la tabla
3:

GRUPO TRATAMIENTO

Gpo. 1 Normal Solucion fisioldgica

Gpo. 2 Normal + Tolbutamida Tolbutamida 100mg/kg

Gpo. 3 Diabético Solucion fisioldgica

Gpo. 4 Diabético + Tolbutamida Tolbutamida 100mg/kg

Gpo. 5 Diabéticas + M. depressa Extracto butandlico Mosannona
depressa (Baill) Chatrou 50mg/Kg

Gpo. 6 Diabéticas + C. obtusifolia Extracto butandlico Cecropia
obtusifolia Bertol 150mg/Kg

Tabla 3. Grupos experimentales por tratamiento

13.2.3 Induccion de Diabetes.

Las ratas neonatas fueron inyectadas al quinto dia post-nacimiento, via
intraperitonial con 90 mg/kg. de estreptozotocina (STZ), disuelta en 20mL de
buffer de acetatos pH 4.5. Los animales que sobrevivieron a la inyeccién
(33.3%) permanecieron con la madre hasta los 30 dias de edad,
posteriormente fueron destetados y colocados en cajas separadas; ahi
permanecieron los siguientes 30 dias hasta que fueron monitoreados sus

niveles de glucosa plasmatica a los 2 meses de edad.

Aquellas ratas que presentaron valores > 150 mg/dL de glucosa plasmatica
después de 8 horas de ayuno fueron considerados diabéticos; valores < 149

mg/dL de glucosa no se incluyeron en el experimento.




13.3 Disefio Experimental

El experimento se disefio considerando el modo de secrecion de insulina basal
no estimulada la cual es pulsatil, con una periodicidad de 9-15 minutos. La
pérdida de secrecion pulsatil es una de las primeras sehales de trastorno de

células beta en pacientes con DM.

Lo anterior se tomd en cuenta al establecer los tiempos de extraccion de
sangre para poder obtener resultados al medir insulina, ademas de evaluar el
efecto sobre la secrecién de ésta por parte de M. depressa y C. obtusifolia

contra el farmaco control Tolbutamida.

Una vez calculada la dosis para cada rata experimental de acuerdo al
tratamiento, como se sefiala mas adelante, los extractos y el farmaco control

fueron disueltos en 1.5 mL de solucion fisiologica (NaCl 9%)

La administracién de los extractos y el farmaco control se hizo con la ayuda de
una sonda gastroesofagica, que nos aseguré que éstos llegasen al tracto

digestivo.

Las mediciones de glucosa e insulina se hicieron en los tiempos 0, 15y 75
minutos, donde TO indica la toma previa a la administracién del tratamiento, y

T15y T75 son las tomas posteriores a la administracion del tratamiento.

El método anteriormente descrito se establecido para determinar el nivel de
glucosa e insulina en sangre, producto de los tratamientos sobre la secrecion

de insulina.

El farmaco control utilizado fue Tolbutamida (Rastinon 500mg, Aventis Pharma

S.A.de C.V.), ya que es un secretagogo de insulina.

13.3.1 Medicién de Glucosa

La sangre se obtuvo de la vena caudal que no posee terminaciones nerviosas,

para evitar dolor al animal.



Los aparatos utilizados para la medicion de glucosa fueron distintos
glucometros, Accutrend GC (Roche) y ACCU-CHECK Sensor (Roche), con sus

respectivas tiras reactivas.

13.3.2 Medicion de Insulina
13.3.2.1 Obtencién de plasma

El plasma se obtuvo centrifugando la sangre, obtenida de la vena caudal, en
una microcentrifuga 15 min. a 8000 rpm, obteniendo 30uL de plasma, este se
congelo a -70°C para su posterior cuantificacion con el Ultrasensitive Rat
insulin ELISA kit de Cristal Chemical.

13.4 Dosis de Hipoglucemiantes Orales

El hipoglucemiante oral que se utilizé fue Tolbutamida, las dosis fueron
establecidas de acuerdo a Ohta y colaboradores que proponen que la dosis de
100mg/kg.

Para efectos de este estudio resulto apropiado establecer dosis mayores a las

establecidas para poder obtener un mayor efecto.

13.5 Dosis de Plantas Hipoglucemiantes

Las dosis de M. depressa (5mg /kg) y C. obtusifolia (15 mg/kg) fueron
establecidas de acuerdo a lo reportado por Andrade-Cetto y colaboradores en
las publicaciones de 2005 y 2001 respectivamente, para este trabajo fueron
modificadas en una relaciéon de 1:10 para aplicar una dosis similar a la de

Tolbutamida.



13.6 Analisis estadistico

Se empleo una prueba de ANOVA. Los datos se consideraron significativos con

una p<.0.05.



14. RESULTADOS

Los valores medios de glucosa sanguinea obtenidos con los diferentes
tratamientos descritos en la metodologia se muestran en la Tabla 4, y en la
Gréfica 1y 2.

89+5

82+4 89+ 5 50 + 4 @

199 + 141 265 +281 229 +251

201 +18 224 + 17 148 + 15 ™2

195 + 6 201 +141 144 + 8 2

188 + 12 208 + 171 145 + 12 *°

Tabla 4. Valores medios de glucosa + el error estandar en cada tratamiento
1 muestra diferencias significativas contra el control en el tiempo de la muestra
% muestra diferencias significativas contra el tiempo cero
® muestra diferencias significativas contra el tiempo cero y el control en el tiempo de la muestra.

Significancia a partir de p< 0.05
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Grafica 1. Curvas de glucosa en sangre de los diferentes tratamientos,

Se observa que el extracto butandlico de Cecropia obtusifolia presenta un
efecto similar a la Tolbutamida, y el efecto que muestra el extracto butandlico

de M. depressa esta por debajo de estos dos tratamientos.



Para tener una mayor apreciacion del efecto sobre los niveles de glucemia de
la secrecion de insulina se realiz6 el ajuste porcentil de los datos; en la Grafica
2 se observa la similitud en el efecto sobre la secrecién de insulina en los
grupos experimentales de Cecropia obtusifolia Bertol y M. depressa (Baill)

Chatrou, con respecto al farmaco control Tolbutamida.
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Grafica 2. Ajuste porcentil de las curvas de glucosa por tratamiento.



Los valores medios de insulina obtenidos con los diferentes tratamientos se

muestran en la siguiente Tabla 5, y la grafica 3.

2.015 +0.22

1.631 + 0.20

1.902 + 0.48

2.408 + 0.52 3.011 + 1.22 4.992 + 0.82 12
2.118 + 0.10 2.089 + 0.10 2.361 +0.38
2.540 + 0.48 3.238 + 0.92 5.036 + 0.90 '

1.879 +0.18

3.406 + 0.42'?

2.198 + 0.24

1.926 + 0.04

2.248+0.101

3.008 + 0.49

Tabla 5 Valores medios de insulina por tratamiento

1 muestra diferencias significativas contra el control en el tiempo de la muestra

# muestra diferencias significativas contra el tiempo cero

® muestra diferencias significativas contra el tiempo cero y el control en el tiempo de la muestra

Significancia a partir de p< 0.05
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Curvas de Insulina en los diferentes tratamientos
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Grafica 3. Curvas de insulina en plasma.

En este gréafico se puede apreciar la estimulacién sobre la secrecidon de insulina
de M. depressa en el tiempo 15 (T 15) comparada con la Tolbutamida, y el
comportamiento del extracto butandlico de C. obtusifolia presenta un

comportamiento mas atenuado pero similar a la Tolbutamida.
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Gréfica 4 Ajuste porcentil de las Curvas de Insulina por tratamiento

En este grafico podemos observar que el efecto de M. depressa sobre la

secrecion de insulina es mayor que el efecto de Tolbutamida y el extracto de
C. obtusifolia en el tiempo 15 (T 15).



Para tener una mejor percepcion del efecto M. depressa y C. obtusifolia sobre
la secrecidén de insulina, se muestra a continuacién la Gréfica 5 donde las
curvas de insulina son comparadas con los valores de glucosa de los diferentes

tratamientos en los tiempos correspondientes.

Curvas de insulina comparadas a valores de Glucosa
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Gréfica 5. Comparacién entre las curvas de insulina y los valores de glucosa de M. depressa,

C. obtusifolia y Tolbutamida.

Esta grafica presenta el comportamiento de la glucosa con los diferentes
tratamientos utilizados: las barras representan los valores medios de glucosa,;
mientras las lineas simbolizan las curvas de insulina de M. depressa, C.

obtusifolia y Tolbutamida.



15. DISCUSION

Este trabajo demuestra que los extractos butandlicos de M. depressa (Baill)
Chatrou, a una dosis de 50 mg/kg., y Cecropia obtusifolia Bertol, a una dosis de
150 mg/kg., producen un efecto sobre la secrecion de insulina basal en ratas
diabéticas (n-STZ), en comparacion con el control diabético en donde los
valores de insulina se mantuvieron estables.

Las dosis fueron establecidas de acuerdo a lo publicado por Ohta y
colaboradores (1999) que proponen que la dosis de 100mg/kg de tolbutamida
presenta un efecto mayor en la secrecion de insulina, en ratas nSTZ a los 15
minutos de administracion, comparado con dosis de 10 y 30 mg/kg. Por lo
tanto, la dosis de los extractos butandlicos de las plantas utilizadas fue llevada
a una relacion de 1:10. De esta manera se pudo observar el efecto sobre la

secrecion de insulina diferenciado en cada tratamiento.

Se utiliz6 este modelo animal (ratas diabéticas n-STZ) porque presenta una
deficiencia sobre la secrecion de insulina, lo que nos permitio probar si los
extractos butandlicos de las plantas con actividad hipoglucemiante, mostraban
un efecto sobre la secrecion de insulina.

El manejo de las ratas produce estrés y como resultado tenemos el aumento de
la concentracion de glucosa en sangre en las mediciones del tiempo 15,
debido al estrés que produce la toma de muestra, esto también lo presentan el

grupo de ratas normales y las diabéticas sin tratamiento.

Las plantas utilizadas se encuentran referidas en la literatura, con una actividad
hipoglucemiante en modelos farmacolégicos para el estudio de diabetes
mellitus tipo 2, en relacion a M. depressa Martinez-Zurita (2004) reporta una
actividad hipoglucemiante en ratas diabéticas, a los 60 min. de administrado el
extracto acuoso; ademas, se han realizado estudios de la composicién quimica
de los extractos butandlicos de M. depressa y C. obtusifolia , anteriormente
publicados por Andrade —Cetto y colaboradores (2001, 2005), con lo que se

tiene la certeza de que estos extractos poseen uno 0 mas principios activos.



El extracto butandlico M. depressa (Baill) Chatrou a una dosis de 50 mg/kg
presentd una estimulacion sobre la secrecion de insulina a los 15 min. de
administrado, lo que nos hace pensar que existe un efecto sobre la secrecién
de insulina en ratas diabéticas (n-STZ), provocado por alguno o algunos de los
compuestos aislados de esta planta que reporta Andrade-Cetto y Martinez-
Zurita et al (2005). El efecto de M. depressa (Baill) Chatrou comparada con el
efecto de Tolbutamida en la estimulacion de la secrecidn de insulina es mayor
en el tiempo 15, mientras que el efecto de la Tolbutamida va en aumento. En
cuanto a los niveles de glucosa en sangre, M. depressa (Baill) Chatrou muestra
diferencias significativas contra el tiempo 0 en ratas normales y en ratas
diabéticas, lo anterior nos sugiere que esta planta es utilizada correctamente
por las comunidades mayas para el tratamiento de la diabetes ya que los
efectos que se observaron en este estudio comprueban que les ayuda a

controlar la hiperglucemia.

El extracto butandlico de Cecropia obtusifolia Bertol a una dosis de 150 mg/kg.
muestra una tendencia similar a la tolbutamida, es decir, hay una secrecion
moderada en el tiempo 15 y se incrementa a los 75 minutos, pero es mas
atenuado que el efecto de la Tolbutamida; en cuanto a los niveles de glucosa
C. obtusifolia Bertol se comporta como la tolbutamida. Andrade-Cetto y
colaboradores en 2001 reportan una posible actividad sobre la produccion
hepatica de glucosa; Becerra Jiménez (2005) reporta una actividad en la
absorcion de sacaridos a nivel intestinal. En este trabajo es visible que ademas
de estas acciones muestra una predisposicion a aumentar la secrecién de

insulina.

De acuerdo a lo anterior, se puede aseverar que C. obtusifolia Bertol y M.
depressa (Baill) Chatrou, plantas utilizadas tradicionalmente en el tratamiento
de la diabetes en nuestro pais, se pueden manejar en pacientes con reciente
diagnéstico de diabetes para controlar la glucemia en ayuno y asi retardar

algunas complicaciones propias de la enfermedad.

Finalmente cabe sefialar, que este es el primer reporte relacionado con el
efecto sobre la secrecion de insulina que muestran los extractos butandlicos de

M. depressa (Baill) Chatrou y Cecropia obtusifolia Bertol, en un modelo



farmacoldgico aceptado. Sin embargo, cabe la posibilidad de probar los
compuestos activos de la planta por separado para probar cual presenta un
efecto sobre la secrecion de insulina y de esta manera podria convertirse en
una planta potencialmente util en la elaboracion de un fitomedicamento, el cual
seria de gran interés para la poblacién nacional, por el bajo costo, y en especial
para la poblaciéon rural que no cuenta con los recursos necesarios para poder
comprar un hipoglucemiante comercial. Ademéas del aprecio cultural
desarrollado en las comunidades indigenas del sureste del pais, lo que serviria

como validacion de su conocimiento.



16. CONCLUSION

o El extracto butandlico de M. depressa (Baill) Chatrou, a una dosis de 50
mg/kg., presenta una actividad hipoglucemiante y un efecto sobre la secrecion

de insulina en ratas diabéticas (n-STZ).

« El extracto butandlico de C. obtusifolia Bertol, a una dosis de 150 mg/kg.,
presenta una actividad hipoglucemiante y tiende a incrementar la secrecion de

insulina en ratas diabéticas (n-STZ2).

e Es necesario aumentar el nimero de animales por grupo, para reducir la
varianza de los datos y tener una mejor percepcion del efecto sobre la

secrecion de insulina que exhiben estas plantas.

» Se debe desarrollar un modelo animal de resistencia a la insulina para poder
probar estos extractos y saber si presentan una actividad sobre la sensibilidad
de captacion de insulina y el consecuente transporte de glucosa.
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18. APENDICE

El kit ELISA utilizado para la cuantificacion de insulina en plasma es el
proporcionado por CRYSTAL CHEM INC. Ultra sensitive Rat Insulin Elisa Kit

gue marca el siguiente protocolo:

O O 0O 0o 0O o 0o o o o

o

Fijar al microplato los pozos

dispensar 95uL del diluyente de la muestra en cada pozo

Pipetear 5uL de la muestra y colocarlos en el pozo correspondiente
Almacenar el microplato con los pozos a 4°C por 2 horas

Lavar 5 veces con buffer de lavado

Dispensar 100uL del conjugado en cada pozo

Almacenar el microplato a temperatura ambiente por 30 minutos
Lavar 7 veces con buffer de lavado

Dispensar 100uL de TMB en cada pozo

Dejar reaccionar por 40 minutos a temperatura ambiente sin exponer
el microplato a la luz

Dispensar 100uL de solucién STOP

Medir la absorbancia a 450nm

Calcular la concentracion de insulina de acuerdo a la curva estandar.



El principio de la prueba se describe a continuacion:

° Primera reaccion: La muestra de insulina de rata estimula la uniéon del

anti-ratinsulin (antigeno) al anticuerpo de cobayo pegado al micropozo.

o Lavado: Los materiales que no se unieron al micropozo son removidos
por lavado.
o Segunda reaccién: Se agrega el POD (enzima peroxidasa) conjugado y

se une al complejo inmovilizado en el micropozo de antirat insulin-
anticuerpo/insulin.

o Lavado: el exceso de conjugado es removido por lavado.

o Reaccion enzimatica: la uniéon del conjugado en el micropozo es
detectada por 3, 3’, 5, 5'-tetrametilbenzidina (tmb) solucién sustrato.

o Medida de absorbancia por Stat Fax

o Evaluacion de los resultados: la concentracion de insulina de rata es
determinada por la curva estdndar obtenida del ploteo de la absorbancia,

versus la concentracion de la insulina de rata estandar.
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