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1. JUSTIFICACION

La Diabetes mellitus es una enfermedad que en las ultimas décadas ha ido avanzando;
México ésta en octavo lugar; alrededor de 2,179,000 habitantes padecen de diabetes. En
mortalidad ocupa el segundo lugar en las Ameéricas después de Brasil, se espera, de
acuerdo a datos de la Organizaciéon Mundial de la Salud, que en el 2030 existan 347,000
000 personas con diabetes; no obstante se cuenta con farmacos para su control, estos
son costosos y tienen efectos adversos; existiendo la necesidad de contar con nuevos
agentes antidiabéticos, alternativas mas baratas, menos tdxicas y mas accesibles. En
base a lo anterior, el presente trabajo se enfocd en dar una alternativa de tratamiento de
la Diabetes mellitus con una fuente natural como la Annona cherimola Mill. y con
medicamentos antidiabéticos orales. El estudio aporta informacién sobre la farmacolégica

de la especie vegetal, de la flora tradicional mexicana y su uso en la medicina.

1.1 OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el efecto antidiabético potencial del extracto etandlico de Annona cherimola
Mill., en ratones hembra de la cepa Balb/c; para justificar y/o explicar su uso en la

medicina tradicional de México

Objetivo particulares

e Determinar el efecto sobre la concentracion de glucosa en sangre del EEAc y tres
antidiabéticos orales (metformina, acarbosa y glibenclamida) en ratones sanos.

e Determinar el efecto sobre la concentracion de glucosa en sangre del EEAc y tres
antidiabéticos orales en ratones con hiperglucemia.

e Determinar el efecto sobre la concentracion de glucosa en sangre en ratones
hembra con hiperglucemia causada por la administracién combinada del EEAc

mas antidiabéticos orales.



e Determinar el efecto sobre la concentracion de glucosa en sangre del EEAc, en un
modelo cronico en ratones hembra con hiperglucemia, para ver su posible

aplicacion como tratamiento a largo plazo.

2. INTRODUCCION

2.1 Diabetes mellitus (DM)

Es una enfermedad crénica que aparece cuando el pancreas no produce insulina
suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina que produce. La
insulina es una hormona que regula la glucosa en la sangre. El efecto de la diabetes no
controlada es la hiperglucemia (aumento de glucosa en la sangre), que con el tiempo
dana gravemente muchos organos y sistemas, especialmente los nervios y los vasos
sanguineos (WHO, 1999).

2.1.1 DM en México
En México la DM y en especial la DM2 se ha convertido en un problema de salud publica,
debido a que el pais ha experimentado cambios rapidos en los patrones de dieta
combinada con una baja o nula actividad fisica, han provocado un aumento en los indices
de obesidad, la cual es la principal causa de DM2. En México paso de ser la
decimoprimera causa de muerte en 1980 a la segunda para el afio 1997, en la actualidad
sigue siendo la segunda causa de muerte en México solo después de las enfermedades

cardiovasculares (Flores, 1997).

2.1.2 Epidemiologia de la DM en el mundo y en México
La DM es una de las enfermedades que presenta el mayor impacto sociosanitario ya

que se calcula que:

e En el mundo hay el 4.7% de la poblacion con diabetes
e Se calcula que en 2012 fallecieron 1.5 millones de personas (Systems, 2012).
e Mas del 80% de las muertes por diabetes se registran en paises de ingresos bajos

y medios.



e Segun proyecciones de la OMS, a nivel mundial la diabetes sera la séptima causa
de mortalidad y habra mas 347 millones de personas con diabetes en 2030 (WHO,
1999).

e En México alrededor de 11.7 millones seran diagnosticados con diabetes para el
afio 2030 (Flores, 1997).

2.1.3 Clasificaciéon de la DM
La DM se clasifica en cuatro grupos:

¢ Diabetes mellitus tipo 1 (DM1): denominada juvenil o dependiente de insulina; en
la que existe destruccidn de células beta del pancreas, generalmente con
deficiencia absoluta de insulina debido a un proceso autoinmune, se caracteriza
por insulinopenia, que determina el cuadro clinico y su tratamiento (WHO, 1999;
Flores, 1997).

¢ Diabetes mellitus tipo 2 (DM2): presenta resistencia a la insulina y en forma
concomitante con deficiencia en su produccion, puede ser absoluta o relativa
(NOM, 2010); el pancreas segrega cantidades muy variables de insulina, de forma
que su concentracién plasmatica puede ser normal o incluso superior a la normal,
pero relativamente insuficiente para mantener niveles normales de glucemia; se
puede hablar de una deficiencia relativa en la secrecion pancreatica de la hormona
(WHO, 1999; Flores, 1997).

¢ Diabetes gestacional: es la alteracion en el metabolismo de los hidratos de
carbono que se detecta por primera vez durante el embarazo, ésta traduce una
insuficiencia a la adaptacién de insulinoresistencia que se produce en la gestante.
Las mujeres con diabetes gestacional corren mayor riesgo de sufrir
complicaciones durante el embarazo y el parto, y de padecer diabetes de tipo 2 en
el futuro (Bruton et al., 2008).

+ Otros tipos especificos de diabetes, que en general se apartan de la frecuencia de
la DM1 y DM2, son aquellas en las que se engloban:

+ Diabetes de jovenes, de inicio en la madurez (MODY; mutaciones del gen

que codifica para la glucocinasa).



+ Mutaciones del receptor de insulina.

+ Mutaciones del gen que codifica para la insulina.

« Diabetes tropical (pancreatitis cronica relacionada con factores
nutricionales o toxicos).

+ Diabetes consecutiva a enfermedades del pancreas o intervencion
quirurgica del mismo.

+ Diabetes relacionada con sindromes genéticos (Sindrome de Prader-Willi).

+ Diabetes consecutiva a endocrinopatias (Blengio et al., 2006).

2.1.4 Diagnostico de hiperglucemia con base a las concentraciones de glucosa
Los parametros de glucosa normal son 70-100 mg/dL con 8 h de ayuno y en la prueba
de tolerancia a la glucosa a las 2 h debe ser menor a 140 mg/dL para ser considerada
normal (WHO, 1999).
Para un diagnodstico de hiperglucemia se debe considerar:

* Tener una glucosa mayor a 125 mg/dL en ayunas.

* Valores de la glucosa en la prueba de tolerancia: Se realiza por medio de una
administracion oral de glucosa (75 g), midiéndose la glucemia a las 2 h después
de la ingesta, un valor entre 140-200 mg/dL, se denomina alteracién de la
tolerancia a glucosa, un valor mayor a 200 mg/dL es indicativo de la presencia de
diabetes.

+ Valores de glucosa en Diabetes mellitus: Esta a su vez se diagnéstica por tres
signos: glucosa en ayunas mayor a 125 mg/dL, manifestacion de sintomas
clasicos de la DM (polidipsia, polifagia y poliuria) y prueba de tolerancia a la
glucosa mayor a 200mg/dL (WHO, 1999).

2.1.5 Tratamiento de la DM
La terapéutica en el control de la diabetes se centra en dos objetivos relacionados:

e Mejorar la utilizacion de la glucosa y otros nutrientes en los tejidos (aminoacidos,

glicerol, acidos grasos y cuerpos cetonicos).



¢ Normalizar al maximo posible los niveles de glucemia sin perturbar de manera

notable el estilo de vida del paciente.

Como consecuencia, se previenen un buen numero de graves complicaciones como:

» retinopatia

» aterosclerosis de diversas localizaciones

» nefropatia

» neuropatia (Bruton et al., 2008).
El tratamiento actual del enfermo diabético exige un abordaje multiple. Este tratamiento
se basa, légicamente, en la dieta ajustada a las necesidades vitales de cada persona, en
la insulina y en los diversos farmacos orales que, por uno u otro mecanismo, consiguen
reducir los niveles de glucemia. Pero a ello, hay que anadir las acciones terapéuticas
dirigidas a reducir la enfermedad vascular con sus multiples manifestaciones sistémicas,

a tratar la obesidad, o a aliviar el dolor neuropatico (Bruton et al., 2008).

2.2 Hipoglucemiantes orales
Un conjunto de farmacos que se caracterizan por producir una disminucion de los

niveles de glucemia luego de su administracion oral (Blengio et al., 2006).
2.2.1 Sulfonilureas

Las sulfonilureas se dividen tradicionalmente en dos grupos. El primer grupo incluye
tolbutamida, acetohexamida, tolazamida y clorpropamida. Ha surgido un segundo grupo
gliburida (glibenclamida) (Figura 1), glipizida y giclazida son mucho mas potentes que la

tolbutamida, acetohexamida, tolazamida y clorpropamida (Blengio et al., 2006).

Cl

Figura 1. Glibenclamida



Accion farmacologica: estimula la liberacion de insulina a partir de las células
pancreaticas, también pueden incrementar las cifras de insulina al reducir la depuracién
de la hormona en el higado. En el transcurso de los meses iniciales de la terapéutica, hay
aumento de las concentraciones, plasmaticas de insulina en ayuno, asi como de las
respuestas con insulina ante exposicion a glucosa por via oral. Con la administracion
cronica, la insulina declina hasta llegar a las cifras previas al tratamiento, pero, a pesar
de esta reduccién de las concentraciones de insulina, se conservan cifras plasmaticas

reducidas de glucosa (Blengio et al., 2006).

Reacciones adversas: la mas frecuente es la hipoglucemia, que puede ser muy intensa
e incluso mortal, y mantenida aunque se la trate con soluciones de glucosa. Por ello, el
empleo de hipoglucemiantes orales ha de ser restringido e incluso evitado en los ancianos
y en los enfermos hepaticos y renales, y deben tenerse en cuenta las interacciones que

incrementen la actividad de estos farmacos (Blengio et al., 2006).

2.2.2 Binguanidas

El grupo de las binguanidas se incluyen a la metformina, la fenformina y la buformina. La
metformina (Figura 2) administrada sola o en combinacion con una sulfonilurea mejora el
control de la glucosa y las concentraciones de lipidos en sujetos que muestran poca

respuesta a la dieta a una sulfonilurea sola (Flores, 1997; Bruton et al., 2008).

NH NH

N T NH,
| H

Figura 2. Metformina

Accion farmacolégica: aumentan el metabolismo de la glucosa en los tejidos, en particular
de la glucdlisis anaerobia, reduccidén de la gluconeogénesis hepatica e inhibicién de la
absorcion de glucosa, aminoacidos y otros compuestos a nivel intestinal. A nivel

subcelular se fijan a la membrana mitocondrial, donde podrian alterar los sistemas de



transporte; reducen la hiperglucemia basal y posprandial. Como consecuencia de su
actividad metabolica, aumentan los niveles de lactato y piruvato; a largo plazo,
disminuyen los niveles de colesterol y triglicéridos, o que puede ser util en diabéticos con
valores aumentados de VLDL (Flores, 1997; Bruton et al., 2008).

Reacciones adversas: las mas frecuentes son las gastrointestinales (nauseas, molestias
abdominales y diarrea) que aparecen del 5-20% de los pacientes. La reacciéon mas grave,
aunque rara, es la acidosis lactica, que puede llegar a ser letal, pero solo aparece si se
dan dosis toxicas o dosis normales en pacientes con insuficiencia renal, insuficiencia
cardiaca, enfermedad hepatica, alcoholismo o en mujeres embarazadas; es decir,
situaciones del metabolismo celular que favorece la produccion de lactato. No se debe
usar, por lo tanto, en éstos enfermos con cetoacidosis diabética, insuficiencia pulmonar,
alcoholismo, y en situaciones en las que pueda haber acumulacion de lactato (Flores,
1997; Bruton et al., 2008).

2.2.3 Inhibidores de a-glucosidasa

Los inhibidores de o-glucosidasa reducen la formacibn de monosacaridos v,
consiguientemente, la disponibilidad de la glucosa y otras hexosas para ser absorbidas
en el intestino. Se conocen varios inhibidores de estas enzimas (acarbosa, voglibosa y

miglitol), de los tres el utilizado en la clinica es la acarbosa (Figura 3) (Bruton et al., 2008).

HO
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Figura 3. Acarbosa

Accion farmacoldgica: se administra en pacientes con DM de tipo 2, que suelen carecer

de la primera fase secretora de insulina y sufren un retraso en la segunda fase, disminuye
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la hiperglucemia posprandial alrededor del 20%, siendo menos constante la reduccion de
insulina y triglicéridos. Disminuye también la hemoglobina glucosilada. Puede utilizarse
conjuntamente con glibenclamida, metformina o insulina. Puesto que llega mayor
cantidad de carbohidratos al colon, existe mayor produccion colénica de acidos grasos
de cadena corta (acetato, butirato y propionato), pudiendo aumentar los niveles

plasmaticos (Bruton et al., 2008).

Reacciones adversas: son de caracter gastrointestinal en forma de flatulencia, distension
abdominal, diarrea y borborigmos, provocada por la fermentacion de los carbohidratos no
absorbidos. Estos sintomas suelen mejorar al avanzar con dosis bajas y reducir la ingesta
de disacaridos. Por si misma no parece que produzca hipoglucemia, pero puede aparecer
cuando se asocia a sulfonilureas o insulina; en tal caso debe administrarse l6gicamente
glucosa porque los azucares mas complejos no serian absorbidos. Cerca del 4% de los
pacientes pueden mostrar elevacidn de transaminasas hepaticas, por lo que debe
evitarse en caso de insuficiencia hepatica, asi como, en presencia de reseccion intestinal

o de enfermedad inflamatoria intestinal (Bruton et al., 2008).

2.3 Medicina tradicional

Es el conjunto de practicas, sean susceptibles de explicacion o no, utilizados para
prevenir, diagnosticar y eliminar los desequilibrios fisicos, mentales y sociales,
exclusivamente sobre las bases de las experiencias y las observaciones practicas
transmitidas sucesivamente de una generacion a otra, de manera verbal o por escrito.
También puede considerarse como una practica médica activa y la experiencia ancestral
(Morén y Levy, 2002).

2.4 La herbolaria una alternativa en el control de la Diabetes mellitus tipo 2

(DM2)

Las plantas son utilizadas por un 80% de la poblacién para satisfacer o complementar
sus necesidades médicas, a nivel mundial son utilizadas mas de 1200 plantas

medicinales en el control de la DM. Algunas de estas plantas han sido objeto de estudios
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farmacolégicos exhaustivos dirigidos hacia la validacion de sus propiedades
antidiabéticas, sin embargo, no se han sometido a estudios sistematizados (Solares,
2015).

En el caso de México alrededor de 383 plantas han sido descritas en el tratamiento y
control de la diabetes, de ellas se han aislado alrededor de 150 compuestos
antidiabéticos algunos de estos han sido objeto de estudio de tipo clinico y preclinico, del
19% de las plantas estudiadas los resultandos han sido negativos o contradictorios
(Solares, 2015).

A nivel mundial se reconoce el uso de plantas en el tratamiento de la diabetes. Algunas
familias botanicas que contribuyen con especies reportadas como antidiabéticas son:
Fabaceae, Asteraceae, Lamiaceae, Liliaceae, Poaceae y Euphorbiaceae, entre otras. Las
plantas que se mencionan a nivel mundial son éstas: Catharanthus roseous
(Apocynaceae), Anacardium occdentale (Anacardiaceae), Aloe vera (Liliaceae),
Syzygium cumini (Myrtaceae), Tecoma stans (Bignoniaceae), Urtica dioica (Urticaceae),
Lupinus albus, Trigonela foenumgraceum (Fabaceae), Allium cepa y Allium sativum
(Liliaceae) y Momordica charantia (Cucurbitaceae) son unas de las plantas mas

ampliamente estudiadas (Solares, 2015).

En el caso de Mexico algunas plantas para el control de la diabetes son: Annona
cherimola (Annonaceae), Ibervillea sonorae (Cucurbitacea), Cecropia obtusifolia
(Cecropiaceae), Equisetum myriochaetum (Equisetaceae), Acosmium panamense,
Agarista mexicana (Ericaeae), Brickellia veronicaefolia (Asteraceae), Parmentiera

aculeata (Bignoniaceae), entre otras (Solares, 2015; Andrade-Cetto y Heinrich, 2005).

2.5 Generalidades de la Annona cherimola Mill.

Las Annonaceas son una familia importante en el orden Magnoliales. Esta familia suma
aproximadamente 120 géneros, pero solo tres producen frutos comestibles, ellas son:
Aimisa, Rollinia y Annona. Existen 2100 especie de la Annona y las mas importantes a

nivel comercial son:

v/ Annona squamosa (soncoya)



v" Annona muricata (guanabana)

v" Annona cherimola (chirimoya) (Mogrovejo, 2009)

Algunos miembros de la familia producen alcaloides del grupo bencil-isoquinolina, otros
acumulan silice, taninos y proantocianinas, aceites esenciales y oxalato de calcio (Castro,
2007).

En paises, como Peru, Chile, Espafa y México, el fruto de Annona cherimola es conocido
como “chirimoya”, mientras que en Costa Rica se le da el nombre de “anona” (Castro,
2007).

2.5.1 Annona cherimola

2.5.1.1 Descripcion
La Annona cherimola (Figura 4) se caracterizan por poseer hojas comunmente angostas
en los extremos, sus frutos son globosos, con pequefias ondulaciones, la pulpa es blanca

y las semillas son negras (Solares, 2015).

Figura 4. Hojas y fruto de Annona cherimola Mill.

Fuente www.lajornadanet.com/diario/archivo/2011/mayo/20/9.php
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2.5.1.2 Taxonomia

Cuadro 1. Clasificacion taxonomica de la Annona cherimola Mill. (Castro, 2007).

Reino: Plantae
Filo: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Sub Clase: Magnoliidae
Orden: Magnoliales
Familia: Annonaceae
Genero: Annona
Especie: cherimola

2.5.2 Actividad bioldgica
Los extractos del fruto presentan hipolipemiante, antioxidante, contra la peroxidacion
lipidica (UNAM, 2009), también un efecto de proteccién en linfocitos aislados de sangre

periférica en humanos (Monteiro et al., 2013).

Las hojas son la parte mas empleada, en la Republica Mexicana se usa popularmente en
problemas gastrointestinales como: disenteria, diarrea, infeccién intestinal, vomito,

flatulencias, ulceras y como purgante (UNAM, 2009).

En enfermedades del sistema respiratorio como: en casos de tos, resfrios, para los

bronquios, gripe y pulmonia (UNAM, 2009).

De los estudios bioldgicos, el extracto cloroférmico de las hojas de Annona cherimola
presenta actividad antimicrobiana en: Candida albicans, Sthaphylococcus aureus,
Mycobacterium phelei (Solares, 2015) y Helicobacter pylori (Castillo et al., 2009). El
extracto etandlico de semillas secas fue evaluado in vitro mostrando actividad estimulante
en utero de cobayos (Solares, 2015). Del extracto de las hojas se tiene actividad

ansiolitica y antidepresiva en ratones (Lopez et al., 2006; Martinez et al., 2012).

2.5.3 Composicion quimica
De los estudios realizados en relacién a sus compuestos quimicos ésta planta se

caracteriza por la presencia de alcaloides como la: anonaina y la liriodenina, las cuales
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se han detectado en toda la planta; del tallo se han aislado los alcaloides anolobina,
asimilobina, el metil-asimilobina, cordina, coripalmina, discretamina, glaziovina,
laniginosina, lisicamina, nuciferina, tetrahidropalmitina, nor-ushinsunina, boldina,
reticulina y estefilidina; en la semilla se han aislado otros alcaloides no-isoquinolinicos
como cafeinay celeistopholina, y el esterol daucosterol. Adicionalmente de la hoja se han
aislado los alcaloides rituberina, nornanteina y también los flavonoides quercetina,

isoquercitrina y rutina (Solares, 2015) (Figura 5).

ANONAINA LIRIODENINA

ISOQUERCITRINA

OH
/ |
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B
HO
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M S0 o
0
0
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102 O
BRI, HO OH

Figura 5. Estructura quimica de algunos alcaloides y flavonoides aislados de la hoja de Annona
cherimola Mill.

Fuente (Solares, 2015)
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3. MATERIAL Y METODO

3.1 Obtencion del extracto de Annona cherimola Mill.

3.1.1 Identificacion del material vegetal de Annona cherimola Mill.
Se usaron hojas de la especie vegetal Annona cherimola Mill. Las cuales se recolectaron
en la localidad de San José en la Delegacion Tlahuac de la Ciudad de México. Y se

llevaron al Herbario del IMSS a su identificacion.

3.1.2 Preparacion del extracto etandlico de las hojas de Annona cherimola Mill.

La obtencién del extracto etandlico se realizdé segun los métodos previamente descritos
(Calzada et al., 2003; Velazquez et al., 2006) en los que las hojas de la planta (2.9 kg) se
dejaron secar a temperatura ambiente (7 dias) y se molieron con un molino Tor-rey,
posteriormente se extrajeron por maceracion en etanol (10 L x 2 x 1 semana) el extracto

fue evaporado hasta sequedad por medio de un rotavaporador.

3.2 Pruebas biologicas

3.2.1 Animales

Se usaron 270 ratones hembras de la cepa Balb-c del bioterio del CMN SXXI IMSS, de
un peso promedio de 22+1 g, se mantuvieron en condiciones optimas de luz/oscuridad
en ciclos de 12/12 h, temperatura controlada y con libre acceso de agua y alimento, segun
la NOM 062-Z0O0-1999. Fueron colocados en grupos de 6 animales por lote. Los ratones

sanos y diabéticos se dejaron ad libitum el tiempo en que se usaron para las pruebas.

3.3 Preparacion de las muestras

Los farmacos que se administran por via intragastrica fueron metformina (Pisa),
acarbosa (Bayer) y glibenclamida (Brucen) y el extracto etandlico de Annona cherimola
(EEACc) las muestras se disolvieron en una solucion acuosa de DMSO al 2% (0.5 mL por
animal). Se realizé un estudio usando dosis creciente multiplos de 100 mg/kg para
encontrar la dosis efectiva y la dosis adecuada para los estudios de las pruebas bioldgicas

aguda, combinacion y cronicas.

3.4 Induccion de DM2 a ratones hembra
Se deja en ayuno a los ratones sanos por 24 h. Se administra a los ratones aloxana

(aloxana monohidratada Sigma-Aldrich®) una dosis de 100 mg/kg (x 2 x 72 h) disuelta en
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agua inyectable que se administra a un volumen de 0.5 mL por animal, por via
intraperitoneal y dejar con solucion glucosada al 10% en su bebedero. Después de la
segunda administracion 7 dias después se mide la glucosa usando un glucémetro
(Evolution Infopia, USA LLC®) basado en el método enzimatico de la glucosa oxidasa.
Los animales con glucemia = 200 mg/dL (Porasu y Suguna, 2015; Onge et al., 2015) son
considerados diabéticos y seleccionados para las pruebas posteriores. La aloxana es un
derivado ciclico de la urea y es un potente agente diabetdgenico, ampliamente usado
para la induccion de diabetes en animales, se ha reportado que el aloxana tiene afinidad
y selectividad especifica hacia las células B del pancreas, y el dafio es por la generacion
de especies reactivas de oxigeno citotdxicas, puede dafar el DNA de las células
mediante una fragmentacion del DNA por un incremento en el Ca?* del citosol (Morén y
Levy, 2002; Listyacahyani et al., 2014). Este procedimiento es ampliamente utilizado en

la Unidad de Investigacién Médica en Farmacologia (Solares, 2015).

3.5 Pruebas antidiabéticas

3.5.1 Modelo agudo en ratones hembras sanas

A diferentes lotes de 6 animales cada uno se les someti6 al tratamiento los cuales fueron:
extracto etandlico de Annona cherimola a dosis de (100, 200, 300, 400, 600, 900 y 1200
mg/kg), metformina a (100, 200, 400 y 850 mg/kg), acarbosa a (25, 50 y 100 mg/kg) y/o
glibenclamida a (1.25, 2.5, 5 y 10 mg/kg). Se midieron la concentracion de glucosa a
tiempo 0, antes de la administracion del tratamiento y a las 2 h y 4 h después de haberse
administrado el tratamiento. El grupo control solo se le administré 0.5 mL de vehiculo
(DMSO al 2% en agua).

3.5.2 Modelo agudo en ratones hembra diabéticas

A diferentes lotes de 6 animales cada uno previamente seleccionados con valores de
glucosa sanguinea 2200 mg/dL (Wang et al., 2015) fueron sometidos a tratamientos, se
les administréd extracto etandlico de Annona cherimola, metformina, acarbosa y/o
glibenclamida a dosis de (100, 300, 600, 900 y 1200 mg/kg). Se midieron la concentracién

de glucosa a tiempo 0, antes de la administraciéon del tratamiento alas 2 h y 4 h después
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de haberse administrado el tratamiento. El grupo control se le administré 0.5 mL de
vehiculo (DMSO al 2% en agua).

3.5.3 Administraciéon del extracto etandlico de Annona cherimola (EEAc) en combinacién
con farmacos antidiabéticos orales en un modelo agudo en ratones hembra diabéticas

A 3 lotes de 6 animales cada uno previamente seleccionados con valores de glucosa
sanguinea = 200 mg/dL fueron sometidos a tratamientos, se les administré extracto
etandlico de Annona cherimola a una dosis de 900 mg/kg en combinacion de metformina
900 mg/kg, acarbosa 100 mg/kg y glibenclamida 100 mg/kg. Se midieron la concentracién
de glucosa a tiempo 0, antes de la administracion del tratamiento a las 2 y 4 h después

de haberse administrado el tratamiento.

3.5.4 Modelo cronico en ratones hembra diabéticas

A 2 lotes de 6 animales cada uno con valores de glucosa sanguinea = 200 mg/dL fueron
tratadas por 28 dias, un lote fue el control al que solo se le administré agua y el otro lote
fue tratado con extracto etandlico de Annona cherimola a una dosis de 900 mg/kg, se
midieron la concentracion de glucemia cada 7 dias por 4 semanas, antes de la
administracién del extracto, esta prueba sirvié para determinar el efecto a largo plazo y

adicionalmente observar si se producia algun tipo de toxicidad.

3.6 Analisis estadistico
Los resultados de las pruebas se analizaron por ANOVA en todas las pruebas realizadas
y estan expresados como el promedio de 6 datos + DE, el nivel de significancia fue

evaluado por la prueba de Bonferroni, con valores de p< 0.05.
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3.7 Diagramas de Flujo

Diagrama 1. Colecta e identificacion.
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Diagrama 2. Preparacion del extracto etandlico de la hoja de Annona cherimola Mill.
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Diagrama 3. Induccion de DM2 a ratones hembra sanas.

18



Diagrama 4. Pruebas biologicas agudas.
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Diagrama 5. Prueba antidiabética administrando EEAc + Hipoglucemiantes orales.
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Prueba antidiabética cronica

EEAc (900mg/kg)

=

Diagrama 6. Prueba antidiabética cronica del EEAc (900 mg/kg).
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4. RESULTADOS
Identificacion de las hojas de Annona cherimola Mill.
La identificacion se llevo a cabo en el Herbario de Plantas Medicinales del IMSS (Herbario

IMSSM), por la M. en C. Abigail Aguilar Contreras, se deposité el ejemplar de herbario

con numero de registro 15,795.

Se obtuvieron 131 g del extracto etandlico de Annona cherimola Mill. con una coloracién

verde oscuro y de consistencia pastosa. Se identifico al extracto con la clave: EEAc.

En la tabla 1 se muestran los valores de glucemias obtenidos a las 2 y 4h de administrar
a diferentes dosis crecientes (100-1200 mg/kg) extracto etandlico de Annona cherimola

(EEAC) en animales sanos.

Tabla 1 Comparacién de glucemias de animales sanos tratados con EEAc.

Tratamiento Oh 2h 4 h
Control 176122 16519 17619
100 mg/kg 185122 160114 151+19=
200 mg/kg 172115 152+10% 148+13+n
300 mg/kg 176+11 12549 141+13x*n
400 mg/kg 194436 164117 156+19%*
600 mg/kg 189+18 146+18+ 145+18x*n
900 mg/kg 181+£19 15549+ 13218+n®
1200 mg/kg 186116 173115 153114+

Valores promedio + DE, n=6 de cada barra de tratamiento analisis por ANOVA de una via;
*p<0.05 diferencia significativa al tiempo 0 h de su dosis

np<0.05 diferencia significativa columna a 4 h

®p<0.05 diferencia significativa de misma dosisde 2ha4h

En la tabla 2 se muestran los valores de glucemias obtenidos a las 2 y 4h al administrar

a diferentes dosis crecientes (100-850 mg/kg) de metformina en animales sanos.

Tabla 2. Comparacién de glucemias de animales sanos tratados con metformina.

Tratamiento Oh 2h 4 h
Control 176122 16519 17649
100 mg/kg 162+37 159+32 162+12
200 mg/kg 181+22 137+16+* 130%15%md
400 mg/kg 167432 126423 142429+
850 mg/kg 192+39 7517 86+18x*x

Valores promedio + DE, n=6 de cada barra de tratamiento y andlisis por ANOVA de una via
*p<0.05 diferencia significativa al tiempo 0 h de su dosis,

7p<0.05 diferencia significativa columna a 4 h,

¢ Sigue habiendo efecto.
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En la tabla 3 se muestran los valores de glucemias obtenidos a las 2 y 4h al administrar

a diferentes dosis crecientes (25-100 mg/kg) de acarbosa en animales sanos.

Tabla 3 Comparacién de glucemias de animales sanos tratados con acarbosa.

Tratamiento Oh 2h 4 h
Control 176122 165+9 17619
25 mg/kg 181+21 145+19=* 134+18x*n
50 mg/kg 188120 129432+ 123+30*n¢
100 mg/kg 197428 145+16%* 1321+18%*n

Valores promedio + DE, n=6 de cada barra de tratamiento analisis por ANOVA de una via;
*p<0.05 diferencia significativa al tiempo 0 h de su dosis,

np<0.05 diferencia significativa columna a 4 h,

¢ Sigue habiendo efecto.

En la tabla 4 se muestran los valores de glucemias obtenidos a las 2 y 4h al administrar

a diferentes dosis crecientes (1.25-10 mg/kg) de glibenclamida en animales sanos.

Tabla 4 Comparacién de glucemias de animales sanos tratados con glibenclamida.

Tratamiento Oh 2h 4 h
Control 176122 16549 17619
1.25 mg/kg 194+21 130£15%** 133+13#n
2.5 mg/kg 197423 11543 1154£8+*n
5 mg/kg 18349 149436 126+£12+n¢
10 mg/kg 195+19 10948 3 153+15*n

Valores promedio + DE, n=6 de cada barra de tratamiento andlisis por ANOVA de una via
*p<0.05 diferencia significativa al tiempo 0 h de su dosis,

np<0.05 diferencia significativa columna a 4 h,

¢ Sigue habiendo efecto.

En la tabla 5 se muestran los valores de glucemias a las dosis donde se observé el

mejor efecto del EEAc y los farmacos antidiabéticos orales.

Tabla 5. Valores de glucemias de las dosis efectivas para los animales sanos tanto para EEAc, metformina,
acarbosa y glibenclamida.

Tratamiento Oh 2h 4 h
EEAc 900 mg/kg 181119 1559 13218+
Met. 200 mg/kg 181122 137116+ 130+15%
Aca. 50 mg/kg 188120 129432 123+30+
Glib. 5 mg/kg 18319 149+36 126+12x

Valores promedio + DE, n=6 de cada barra de tratamiento analisis por ANOVA de una via,
*p<0.05 diferencia significativa al tiempo 0 h de su dosis.

23



En la tabla 6 se muestran los valores de glucemias obtenidos a las 2 y 4h al administrar
a diferentes dosis crecientes (100-1200 mg/kg) extracto etanolico de Annona cherimila

(EEAC) en animales diabéticos.

Tabla 6. Comparacién de glucemias de animales con DM2 tratados con EEAc.

Tratamiento Oh 2h 4 h
Control DM2 222+7 219423 220427

Control sanos 176122 165+9 17619
100 mg/kg 201+3 182+35 171+12
300 mg’kg 21043 170124 182+25
600 mg/kg 217+11 174+33 168125
900 mg’kg 247+18 159425 131£25%¢
1200 mg/kg 20517 136118+ 125+16%

Valores promedio + DE, n=6 de cada barra de tratamiento analisis por ANOVA de una via
*p<0.05 diferencia significativa al control sano,
¢ Sigue habiendo efecto.

En la tabla 7 se muestran los valores de glucemias obtenidos a las 2 y 4h al administrar

a diferentes dosis crecientes (100-1200 mg/kg) de metformina en animales diabéticos.

Tabla 7. Comparacién de glucemias de animales con DM2 tratados con metformina.

Tratamiento Oh 2h 4 h
Control DM2 222+7 219+23 220+27

Control sanos 176122 165+9 17619
100 mg/kg 223+23 211136 196137
300 mg/kg 225+56 156+14 154+17
600 mg/kg 244+59 142+59 154+60
900 mg/kg 240168 92+59* 91145%¢
1200 mg/kg 230+56.64 68+41+* 83123+

Valores promedio + DE, n=6 de cada barra de tratamiento analisis por ANOVA de una via
*p<0.05 diferencia significativa al control sano, de 2hy 4 h,
¢ Sigue habiendo efecto.
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En la tabla 8 se muestran los valores de glucemias obtenidos a las 2 y 4h al administrar

a diferentes dosis crecientes (100-1200 mg/kg) de acarbosa en animales diabéticos.

Tabla 8. Comparacién de glucemias de animales con DM2 tratados con acarbosa.

Tratamiento Oh 2 h 4 h
Control DM2 222+7 219123 22027

Control sanos 176122 16519 17619
100 mg/kg 221132 179£30 169+25*¢
300 mg/kg 21931 187132 158+33x
600 mg/kg 219116 175127 199+30
900 mg/kg 221123 178131 191154
1200 mg/kg 222126 172131 19147

Valores promedio + DE, n=6 de cada barra de tratamiento analisis por ANOVA de una via
*p<0.05 diferencia significativa al control sano a 4 h,
¢ no hay diferencia entre misma dosis se elige la menor.

En la tabla 9 se muestran los valores de glucemias obtenidos a las 2 y 4h al administrar

a diferentes dosis crecientes (100-1200 mg/kg) de glibenclamida en animales diabéticos.

Tabla 9. Comparacion de glucemia de animales con DM2 tratados con glibenclamida.

Tratamiento Oh 2h 4 h
Control DM2 222+7 219+23 220+27

Control sanos 176122 16549 17619
100 mg/kg 224+20 13419 152423+
300 mg/kg 228+32 193+23 155124+
600 mg/kg 220+37 16052 156138+
900 mg/kg 220+20 153+15 147+19*
1200 mg/kg 220+26 161+34 148421+

Valores promedio + DE, n=6 de cada barra de tratamiento analisis por ANOVA de una via
*p<0.05 diferencia significativa al control sano a 4 h,
¢ no hay diferencia entre misma dosis se elige la menor.

En la tabla 10 se muestran los valores de glucemias a las dosis donde se observo el

mejor efecto del EEAc y los farmacos antidiabéticos orales.

Tabla 10. Valores de glucemias de las dosis efectivas para los animales con DM2 el EEAc, metformina,
acarbosa y glibenclamida.

Tratamiento Oh 2h 4h
EEAc 900 mg/kg 247118 159425+ 131+£25x
Met. 900 mg/kg 240+68 92459+ 91445+
Aca. 100 mg/kg 221432 179+30 169425
Glib. 100 mg/kg 224+20 13419+ 152423+

Valores promedio * DE, n=6 de cada barra de tratamiento andlisis por ANOVA de una via
*p<0.05 diferencia significativa al tiempo 0 h de su dosis,
np<0.05 diferencia significativa a los otros farmacos.
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La tabla 11, 12 y 13 se muestran los valores de glucemias al administrar las

combinaciones del EEAc + farmacos antidiabéticos orales.

Tabla 11. Comparacion de glucemias de animales con DM2 tratados con EEAc, metformina, EEAc +
metformina y controles.

Tratamiento Oh 2h 4 h
Control DM2 222+7 219423 220427
Control sanos 17622 1659 1769
EEAc 900 mg/kg 247418 159+25 131+25%*
Met. 900 mg/kg 240468 92+59 9115%
EEAc + Met. 23514 113+19 9049

Valores promedio + DE, n=6 de cada barra de tratamiento analisis por ANOVA de una via,
*p<0.05 diferencia significativa al control sano a 4 h.

Tabla 12. Comparacion de glucemias de animales con DM2 tratados con EEAc, acarbosa, EEAc + acarbosa
y controles.

Tratamiento Oh 2h 4 h
Control DM2 222+7 219423 220427
Control sanos 17622 1659 1769
EEAc 900 mg/kg 247+18 159+25 131125
Acar. 100 mg/kg 221+32 179+30 169+25
EEAc + Acar. 227+31 164+40 141+22%x

Valores promedio + DE, n=6 de cada barra de tratamiento analisis por ANOVA de una via,
*p<0.05 diferencia significativa al control sano a 4 h,
np<0.05 diferencia al tratamiento con el farmaco oral.

Tabla 13. Comparacién de glucemias de animales con DM2 tratados con EEAc, glibenclamida, EEAc +
glibenclamida y controles.

Tratamiento Oh 2h 4 h
Control DM2 222+7 219423 220127
Control sanos 176122 16549 1769
EEAc 900 mg/kg 247+18 159+25 131+25%
Glib. 100 mg/kg 224420 134+19 152423
EEAc + Glib. 223+42 193160 170+37x

Valores promedio + DE, n=6 de cada barra de tratamiento analisis por ANOVA de una via
*p<0.05 diferencia significativa al control sano a 4 h,
7p<0.05 diferencia al tratamiento con el farmaco oral.
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En tabla 14 se muestran los valores de glucemias obtenidas en la prueba cronica al

administrar el EEAc.

Tabla 14. Glucemias de animales con DM2 tratados con EEAc (900 mg/kg) y sin tratamiento durante 4
semanas.

Semanas Control EEAc
Inicio 250134 243144
1 261+119 228+44
2 276x110 187+23*
3 253+129 183122+
4 268+119 158427

Valores promedio + DE, n=6 de cada barra de tratamiento analisis por ANOVA de una via,
*p<0.05 diferencia significativa al inicio.

5. DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

Este estudio se divide en 4 etapas:

1. Evaluacion del efecto del extracto etandlico de Annona herimola (EEAC) y tres
farmacos antidiabéticos orales en animales sanos;

2. Evaluacion del EEAc y tres farmacos antidiabéticos orales en animales con DM2.

3. Evaluacién en animales con DM2 y con el EEAc en combinacién de tres farmacos
antidiabéticos orales, y finalmente

4. Evaluacion cronica del EEAc en ratones con DM2.
Obtencion del extracto etandlico de Annona cherimola Mill.

Las hojas fragmentadas (2.9 kg) fueron extraidas exhaustivamente por maceracion con
etanol y del cual se obtuvieron 131 g del EEAc equivalente a 4.5% de rendimiento en
peso seco. Este rendimiento es consistente con el obtenido en otras Anonaceas como la

Annona macroprophyllata y de Annona cherimola (Brindis et al.,2013; Lépez et al., 2006).

En la etapa 1 los productos fueron evaluados a diferentes dosis crecientes en ratones
sanos con el propadsito de encontrar la dosis en la que se induce hipoglucemia ya que se
ha descrito que los extractos con estas caracteristicas pueden ser agentes antidiabéticos
potenciales (Brindis et al., 2013).
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Es este caso del experimento se considera hipoglucemia a todo extracto o compuesto

que disminuye los valores de glucemia por debajo de los valores normales (165-176
mg/dL) en animales sanos (Medicina, 1988).

En caso del EEAc se inicié con dosis de 300 mg/kg porque se ha demostrado que a esa
dosis muchos extractos de origen vegetal muestran efecto bioldgico y por otro lado
también se sabe que a 300 mg es equivalente a una taza de té que toma la poblacién en
la medicina tradicional (Velazquez et al., 2006; Calzada et al., 2010). Como se observa
en la grafica 1 y tabla 1, a las 4 h posterior a su administracion del EEAc todas las dosis
probadas causaron efecto hipoglucémico (Brindis et al., 2013); siendo a 900 mg/kg la
dosis donde se observo el mayor efecto. A las otras dosis evaluadas el efecto
hipoglucémico disminuye o se mantiene estable con el tiempo. El efecto hipoglucemiante
mostrado por EEAc es consistente con el descrito para otras Anonaceas (Rajesh et al.,
2005; Thangavel y Lonchin, 2014; Adeyemi et al., 2009; Brindis et al.,2013)
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Grafica 1. Glucemias de animales sanos sin tratamiento y con EEAc a diferentes dosis.

En la Grafica 1 se muestra el efecto hipoglucemiante del extracto etandlico de Annona cherimola (EEAc) a dosis crecientes
de (100-1200 mg/kg) a 2 y 4 h de su administracion a ratones sanos.
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Lo anterior explica el uso de la planta Annona cherimola en la medicina tradicional
mexicana en el control Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005;
Brindis et al.,2013).

En el caso del antidiabético metformina como se observa en la tabla 2 y grafica 2 en las
dosis de 200, 400 y 850 mg/kg después de las 4 h de su administracion hay efecto
hipoglucémico, ya que la glucemia inducida esta por debajo de los valores normales en
animales sanos (Medicina, 1988). A la dosis de 100 mg/kg no tiene efecto
hipoglucemiante ya que sus valores estan cerca a los del control; a dosis de 200 mg/kg
el efecto se incrementa con el tiempo. A las otras dosis restantes hay disminucion del
efecto o se mantiene constante. Estos resultados confirman el efecto hipoglucémico

descrito en la literatura para metformina (Green y Feinglos, 2008).
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Gréfica 2. Glucemias de animales sanos sin tratamiento y con metformina a diferentes dosis.

En la Grafica 2 se muestra el efecto hipoglucemiante de metformina a dosis crecientes de (100-850 mg/kg) a2 y 4 h de su

administracién a ratones sanos.
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En el caso del antidiabético acarbosa como se observa en la tabla 3 y grafica 3, a las
dosis probadas a las 4 h de su administracion induce hipoglucemia (Tadera et al., 2005;
Yan et al.,2009) que es estadisticamente diferente al control sano. Siendo a dosis de 50
mg/kg que se manifiesta el maximo efecto, aumentando con el tiempo. La dosis obtenida

resulto ser idéntica a la descrita cuando se administra en seres humanos con DM2 (PLM,
2014).
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Grafica 3. Glucemias de animales sanos sin tratamiento y con acarbosa a diferentes dosis.

En la Grafica 3 se muestra el efecto hipoglucemiante de acarbosa a dosis crecientes de (25-100 mg/kg) a 2 y 4 h de su
administracion a ratones sanos.

En el caso del antidiabético glibenclamida como se observa en la tabla 4 y grafica 4 a las
dosis probadas a las 4 h de su administracion induce efecto hipoglucémico (Riddle, 2000).
A dosis de 5 mg/kg se observa que el efecto aumenta con respecto al tiempo, mientras

que a dosis de 1.25y 2.5 mg/kg mantiene su efecto y a dosis de 10 mg/kg disminuye su
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efecto. Al igual que el farmaco acarbosa la dosis de 5 mg/kg resulté ser idéntica a la
descrita para seres humanos con DM2 (PLM, 2014).
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Grafica 4. Glucemias de animales sanos sin tratamiento y con glibenclamida a diferentes dosis.

En la Grafica 4 se muestra el efecto hipoglucemiante de glibenclamida ha dosis crecientes de (1.25-10 mg/kg) a2 y 4 h de su
administracion a ratones sanos.

En la tabla 5, graficas 5 y 6 se observa la comparacion de las dosis efectivas del EEAc
contra los farmacos antidiabéticos orales; donde se observa que a 900 mg/kg del EEAc
es equivalente el efecto hipoglucemiante al obtenido a los farmacos metformina (200
mg/kg), acarbosa (50 mg/kg) y glibenclamida (5 mg/kg) ya que no hay diferencia
estadisticamente significativa a las 2 y 4 h después de la administracion; la acarbosa >
metformina > glibenclamida > EEAc en cuanto a eficacia ya que a esas dosis tienen su
efecto maximo. Estos resultados permiten establecer la naturaleza hipogluecemiante del
EEAc (Rajesh et al.; 2008; Brindis et al., 2013).
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También se puede especular que el EEAc pudiera tener cualquier de los tres mecanismo
de accion descrito para los tres antidiabéticos orales (metformina, acarbosa y
glibenclamida) que pueden ser: estimulacion de metabolismo de la glucosa o inhibicién
de a-glucosidasas intestinales y/o estimulando la secrecién de insulina por células 3 del
pancreas (Blengio et al., 2006; Bruton et al., 2008).
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Gréfica 5. Glucemias de animales sanos tratados con EEAc, metformina, acarbosa y/o glibenclamida.

En la Grafica 5 se muestra el efecto hipoglucemiante en las dosis donde se observo el mejor efecto del EEAc y los farmacos
antidiabéticos orales.
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Gréfica 6. Glucemias de animales sanos tratados con EEAc, metformina, acarbosa y/o glibenclamida.
Promedio, n=6 de cada barra de tratamiento analisis por ANOVA de una via.

En la Grafica 6 se muestra el efecto hipoglucemiante en las dosis donde se observo el mejor efecto del EEAc y los farmacos

antidiabéticos orales.

Los hipoglucemiantes orales tienen efectos secundarios y adversos no deseados, por lo
que es necesario desarrollar nuevos tratamientos para la diabetes. En la Medicina
tradicional Annona cherimola es recomendada para el tratamiento de la DM2 (Andrade-
Cetto y Heinrich, 2005). Los resultados obtenidos hasta este punto permite explicar el
uso en México como agente antidiabético (Rajesh et al.; 2008; Brindis et al., 2013).
Tomando en consideracion que en dosis de 900 mg/kg el EEAc tiene el efecto
hipoglucemiante comparable a metformina, acarbosa y glibenclamida, se seleccion6 esta

concentracion para ser usada en la etapa 2.

Para la segunda etapa del estudio el EEAc y antidiabéticos orales en animales con DM2
al igual que el caso anterior fueron evaluadas a diferentes dosis con el propédsito de
observar a cual dosis se induce los efectos antihiperglucemiante e hipoglucemiante. Se

considera producto antihiperglucemiante (Adeyemi et al., 2009) a todo aquel que
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disminuye los niveles de glucemia en animales diabéticos (= 200 mg/dL de glucosa) a

valores de glucemia de animales sanos (165-176 mg/dL de glucosa).

En el caso del EEAc como se observa en la tabla 6 y grafica 7 en las dosis de 900 y 1200
mg/kg a las 4 h de su administracion hay efecto hipoglucémico comparando con los
controles sanos (Medicina, 1988) y en las dosis de 100, 300 y 600 mg/kg tienen efecto
antihiperglucemiante comparandolo con los controles DM2 (Adeyemi et al., 2009). Cabe
mencionar que la dosis de 900 mg/kg en animales diabéticos también fue la mejor dosis
encontrada en animales sanos (Rajesh et al., 2008; Brindis et al., 2013), por lo que ésta

dosis fue seleccionada para realizar el experimento de combinacion.
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Gréfica 7. Glucemias de animales DM2 sin tratamiento, control sanos y con EEAc a diferentes dosis.

En la Grafica 7 se muestra el efecto antihiperglucemiante e hipoglucemiante del EEAc a dosis crecientes de (100-1200 mg/kg)
a 2 y 4 h de su administracién a ratones con DM2.

En el caso de metformina como se observa en la tabla 7 y grafica 8; en dosis de 100

mg/kg hay efecto antihiperglucemiante debido a que hay diferencia estadisticamente
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significativa comparable con los animales control con DM2 (Adeyemi et al., 2009). Al
incrementar la dosis (300, 600, 900 y 1200 mg/kg) de metformina se tiene efecto
hipoglucémico (Wang et al.,, 2015), a las 4 h de su administracion comparable
estadisticamente al control de animales sanos (Medicina, 1988); cabe mencionar que en
dosis de 900 mg/kg se presenta el efecto maximo evaluado. A las otras dosis se
disminuye el efecto o se mantiene constante (Flores, 1997), por lo tanto ésta dosis fue

seleccionada para realizar el experimento de combinacion.

270

RATONES HEMBRAS CON DM2

250

230

210

] —¢— Control DM2

—_— —f— Control Sanos
X 100 mg/kg
\i I 300 mg/kg
== 600 mg/kg

—@— 900 mg/kg
—t— 1200 mg/kg

Glucosa mg/dL
E-

110

90 -@
70

50
0 2 4

t= horas

Grafica 8. Glucemias de animales DM2 sin tratamiento, control sanos y con metformina a diferentes dosis.

En la Grafica 8 se muestra el efecto antihiperglucemiante e hipoglucemiante de metformina a dosis crecientes de (100-1200
mg/kg) a 2 y 4 h de su administracion a ratones con DM2.

En el caso de acarbosa como se observa en la tabla 8 y grafica 9 en dosis de 600, 900
y 1200 mg/kg a las 4 h posterior a su administracion hay efecto antihiperglucémico
comparandolo con los animales controles con DM2 (Adeyemi et al., 2009). Sin embargo
alas 4 h se tiene una pérdida del efecto y esto puede ser explicado porque en la literatura

se menciona que en este tiempo la acarbosa tiene absorcion de 0.7-2% (Flores, 1997;
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Singh et al., 2014). En el caso de las dosis de 100 y 300 mg/kg mostraron efecto
comparable estadisticamente al control de animales sanos, por lo que se consideran
como hipoglucemiantes (Medicina. 1988; Tadera et al., 2005); tomando en cuenta que
entre las dosis de 100 y 300 mg/kg no hay diferencia estadisticamente significativa se

selecciond la dosis de 100 mg/kg para el estudio de combinacién.
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Grafica 9. Glucemias de animales DM2 sin tratamiento, control sanos y con acarbosa a diferentes dosis.

En la Gréafica 9 se muestra el efecto antihiperglucemiante e hipoglucemiante de acarbosa a dosis crecientes de (100-1200
mg/kg) a 2 y 4 h de su administracion a ratones con DM2.

En el caso de glibenclamida como se observa en la tabla 9 y grafica 10 en las dosis
probadas a las 4 h posterior de su administracion hay efecto hipoglucemiante debido a
que los valores de glucemia obtenidos son menores a los animales sanos (Medicina,
1988; Riddle, 2000). Tomando en consideracién que a las 4 h todas las dosis evaluadas
inducen un efecto hipoglucemiante similar sin diferencia estadisticamente significativa se

selecciond la dosis menor que fue 100 mg/kg para el estudio de combinaciéon. Los
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resultados de la actividad hipoglucemiante obtenidos de glibenclamida son consistentes

con lo descrito en la literatura para este farmaco (Riddle, 2000).
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Grafica 10. Glucemias de animales DM2 sin tratamiento, control sanas y con glibenclamida a diferentes
dosis.

En la Grafica 10 se muestra el efecto antihiperglucemiante e hipoglucemiante de glibenclamida ha dosis crecientes de (100-
1200 mg/kg) a 2 y 4 h de su administracion a ratones con DM2.

Enlatabla 10, graficas 11y 12 se observa la comparacion de las dosis efectivas del EEAc
contra los farmacos antidiabéticos orales; donde se observa que a 900 mg/kg del EEAc
es equivalente el efecto hipoglucemiante al obtenido a los farmacos acarbosa (100
mg/kg) y glibenclamida (100 mg/kg) ya que no hay diferencia estadisticamente
significativa a las 2 y 4 h después de la administracion. Estos resultados permiten
establecer la naturaleza antihiperglucemiante e hipoglucemiante del EEAc (Rajesh et al.,
2008; Adeyemi et al., 2009); y es mas eficaz la metformina > glibenclamida > EEAc >
acarbosa ya que a esas dosis tienen su efecto maximo. Estos resultados también permite
proponer que el EEAc podria tener cualquiera de los tres mecanismo de accidén descrito

para los antidiabéticos orales (metformina, acarbosa y glibenclamida) que pueden ser:
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estimulacién de metabolismo de la glucosa o la inhibicion de a-glucosidasas intestinales

o estimulando la secrecion de insulina por células B del pancreas (Blengio et al., 2006;
Bruton et al., 2008).

Glucosa mg/dL

o COMPARACION DEL EEAc Y
. ANTIDIABETICOS ORALES
= — u
200
== Control DM2
— n )< —¢— Control Sanos
- EEAC 900 mg/kg
150 Met. 900 mg/kg
—&— Aca. 100 mg/kg
Glib. 100 mg/kg
100
50
0 2 4
t= horas

Grafica 11. Glucemias de animales DM2 tratados con EEAc, metformina, acarbosa y/o glibenclamida

En la Grafica 11 se muestra el efecto antihiperglucemiante e hipoglucemiante en las dosis donde se observo el mejor efecto
del EEAc y los farmacos antidiabéticos orales.
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Gréfica 12. Glucemias de animales DM2 tratados con EEAc, metformina, acarbosa y/o glibenclamida.
Valores promedio = DE, n=6 de cada barra de tratamiento analisis por ANOVA de una via.

En la Grafica 12 se muestra el efecto antihiperglucemiante e hipoglucemiante en las dosis donde se observo el mejor efecto
del EEAc y los farmacos antidiabéticos orales.
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En la tercera etapa se tomd en cuenta y considerd que la gente combina el tratamiento
de los farmacos con plantas medicinales, por lo que se hizo el estudio del EEAc en
combinacion con antidiabéticos orales. El EEAc + metfomina (900 mg/kg + 900 mg/kg),
EEAc + acarbosa (900 mg/kg + 100 mg/kg) y EEAc + glibenclamida (900 mg/kg + 100
mg/kg).

En la tabla 11 y grafica 13 se observa que al combinar el EEAc + metfomina se tiene un
efecto hipoglucémico después de las 4 h de administracién comparado con el control
sano (Medicina, 1988); se observa que el efecto de la combinacion no se ve afectada por
el EEAc. En contraste, el uso de metformina en combinacion con otros antidiabéticos

orales como glibenclamida induce en pacientes con DM2 efecto hipoglucemiante (Baxter,
2008).
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Gréfica 13. Glucemias de animales controles DM2, controles sanos, tratados con EEAc, metformina y
combinacion.

En la Gréafica 13 se muestra el efecto hipoglucemiante de los valores de glucemia al administrar EEAc, metformina y
combinacion.
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En la tabla 12 y grafica 14 al combinar EEAc + acarbosa, se observa que a las 4 h
después de su administracion hay efecto hipoglucémico (Medicina, 1988). Es importante
mencionar que la acarbosa administrada por si sola no induce cuadros de hipoglucemia
(Bruton et al., 2008), pero cuando se utiliza en combinacién con otros hipoglucemiantes
(EEACc) puede potenciar el efecto de éstos (Medscape, 2015); la combinacion de EEAc +

acarbosa se comporta como si se hubiera administrado el EEAc solo.
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Grafica 14. Glucemias de animales controles DM2, controles sanos, tratados con EEAc, acarbosa y
combinacion

En la Grafica 14 se muestra el efecto antihiperglucemiante e hipoglucemiante de los valores de glucemia al administrar EEAc,
acarbosa y combinacion.

En la tabla 13 y gréafica 15 al combinar del EEAc + glibenclamida se observa que a las 4
h de la administracién hay efecto antihiperglucemiante; provocando un antagonismo ya
que tanto el efecto de glibenclamida y del EEAc se ve disminuido (Medicina, 1988;
Adeyemi et al., 2009).
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Grafica 15. Glucemias de animales DM2, control sanos, tratados con EEAc, glibenclamida y combinacion.

En la Gréfica 15 se muestra el efecto antihiperglucemiante e hipoglucemiante de los valores de glucemia al administrar EEAc,
glibenclamida y combinacion.

En la cuarta etapa, como en animales sanos y con DM2 el EEAc se obtuvo el mejor efecto
a 900 mg/kg se realiz6 el estudio crénico.

Para observar si el EEAc tenia efecto antihiperglucemiante o hipoglucemiante no sélo a

2y 4 h sino también a largo plazo de 28 dias, se realiz6 la prueba cronica (Solares, 2015).

En la tabla 14, grafica 16 y 17 se observa su efecto antidiabético después de la segunda
semana que se tiene una diferencia significativa al iniciar la prueba llegando a valores de
glucemia normal (Rajesh et al.; 2008; Adeyemi et al., 2009). Estos resultados permiten
definir al EEAc como un agente antidiabético potencial para el desarrollo de
fitomedicamentos (Brindis et al., 2013).
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Gréfica 16. Glucemias del tratamiento crénico del EEAc en ratones con DM2.
Promedio + D.E. una n=6. Analisis por ANOVA de 1 via *p<0.05.
En la Grafica 16 se muestra los valores de glucemia del EEAc en un estudio cronico mostrando efecto antihiperglucemiante.

Comparandola con el control DM2 en la grafica 17 se observa que los animales siguen

con sus glucemias elevadas.
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Grafica 17. Glucemias de comparacion del crénico entre animales sin tratamiento con DM2 y tratados con
EEAc a 900 mg/kg.

En la Grafica 17 se muestra los valores de glucemia de ratones sin tratamiento y con el EEAc en un estudio crénico mostrando
efecto antihiperglucemiante.
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6. CONCLUSIONES

En la evaluacion en animales sanos el EEAc y/o farmacos antidiabéticos orales se tiene
que hay efecto hipoglucémico del EEAc en dosis de 900 mg/kg, metformina en dosis de
200 mg/kg, acarbosa en dosis de 50 mg/kg y glibenclamida en dosis de 5 mg/kg. Y es

mas eficaz la acarbosa > metformina > glibenclamida > EEAc para animales sanos.

La evaluacién en animales con DM2 el EEAc en dosis de 900 mg/kg tiene efecto
hipoglucémico, metformina en dosis de 900 mg/kg tiene efecto hipoglucemiante, la
acarbosa en dosis de 100 mg/kg tiene efecto antihiperglucemiante y la gliblenclamida en
dosis de 100 mg/kg tiene efecto hipoglucemiante. Y es mas eficaz la metformina >

glibenclamida > EEAc > acarbosa para animales con DM2.

En la combinacion del EEAc con los hipoglucemiantes orales se determiné que el EEAc
no altera la actividad de la metformina; con la glibenclamida hace que se tenga un efecto
antagonico teniendo esta combinacion un resultado antihiperglucemiante y con la

acarbosa se comporta como si se administrara el EEAc por si solo.

En la evaluacion crénica del EEAc en dosis de 900 mg/kg, se tiene efecto antidiabético

desde la segunda semana, sugiriendo que no se tiene efectos téxicos.

Los resultados obtenidos para el EEAc explican su uso en la medicina tradicional

mexicana como agente antidiabético.
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7. PROSPECTIVAS

Realizar una separacion del extracto etandlico de Annona cherimola Mill. para conocer

cual fraccion es la causante del efecto antidiabético.

Separacion de los productos por medio de cromatografia y evaluarlos.

Identificacion de los productos fraccionados de la Annona cherimola Mill. por medio de

meétodos espectrométricos y espectroscopicos.

Realizar un estudio cronico con ratones sanos y con DM2, tratados con las fracciones y

productos puros de la hojas de Annona cherimola Mill.

Realizar la determinacion del efecto antidiabético de la Annona cherimola Mill. en ratones

macho.
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