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I. INTRODUCCION

.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Para el desarrollo de esta tesis se tomaron en cuenta los siguientes aspectos:

a) La Annona cherimola Mill., la Annona glabra L. y la Annona muricata L. son tres especies
de la familia Annonaceae que se emplean en la medicina tradicional mexicana en el
tratamiento de la diabetes mellitus (DM), y de las cuales se han demostrado cientificamente
sus propiedades como agentes antidiabéticos (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005).

b) La DM es un grave problema de salud publica en México y el mundo, con un tratamiento
farmacoldgico de costo elevado, que ademas produce efectos secundarios no deseables.

c) La Annona diversifolia Safford es una especie vegetal de la familia Annonaceae que no
es usada en la medicina tradicional mexicana como agente antidiabético; sin embargo, se
han demostrado sus propiedades hipoglucemiantes en animales sanos (Brindis et al., 2013).
Por lo anterior y considerando el criterio quimiotaxonémico, la especie vegetal Annona
diversifolia Safford, fue seleccionada para realizar su estudio fitoquimico biodirigido en un
modelo in vivo de DM tipo 2; para aportar evidencias adicionales que permitan proponer a
esta especia vegetal como otro agente con propiedades antidiabéticas en la medicina

tradicional mexicana.

.2 OBJETIVOS
.2.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar la actividad antidiabética de los productos obtenidos del extracto etandlico de las

hojas de Annona diversifolia Safford.



1.2.2 OBJETIVOS PARTICULARES
e Determinar la toxicidad aguda del extracto etandlico de las hojas de Annona
diversifolia Safford en ratones sanos.
e Determinar el efecto de los productos obtenidos del extracto etandlico de las hojas de

Annona diversifolia Safford en ratones sanos y en ratones diabéticos.

1.3 HIPOTESIS

Con base en consideraciones de tipo quimiotaxondmico se propone que los productos
(extracto, fracciones y al menos un compuesto puro) obtenidos del extracto etandlico de las
hojas de Annona diversifolia Safford tienen efecto antidiabético en ratones hembra de la cepa

Balb-c con diabetes mellitus.

Il. ANTECEDENTES

Il. 1 Generalidades de la Diabetes

La diabetes mellitus (DM) es probablemente una de las enfermedades mas conocidas por el
hombre (Olokoba et al., 2012). EIl término diabetes mellitus refleja el hecho de que la orina
del afectado tiene un sabor dulce (utilizado por primera vez por el médico griego Areteo). Sin
embargo, fue hasta 1776, que Mateo Dobson mide realmente la concentracion de glucosa en
la orina de pacientes y encontrdo que estaba incrementada. La diabetes fue diagnosticada
como una enfermedad en 1812; que debido a la falta de tratamientos efectivos, resultaba ser
una enfermedad fatal (Polonsky, 2012).

El término diabetes mellitus (DM) se refiere a un conjunto de enfermedades sistémicas,
cronico-degenerativas, de caracter heterogéneo, con grados variables de predisposicion
hereditaria y con participacion de diversos factores ambientales, y que se caracterizan por
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una hiperglucemia cronica debida a la deficiencia en la produccion o accién de la insulina, lo
que afecta el metabolismo intermedio de los hidratos de carbono, proteinas y grasas. La
diabetes refleja profundos cambios en el equilibrio negativo de nitrégeno y pérdida de
nitrogeno de la mayoria de los érganos. La produccion incrementada de nitrdgeno ureico en
la DM puede ser representada por el catabolismo aumentado de proteinas plasmaticas y
hepaticas (Kaleem et al., 2008). La gran mayoria de los pacientes con diabetes tienen
sobrepeso y presentan una combinacion de resistencia a la insulina y una secrecion de
insulina deteriorada (Polonsky, 2012). La glucosa no puede penetrar en las células del
cuerpo y utilizarse eficazmente. Se produce entonces un desbalance entre la elaboracion de
especies reactivas de oxigeno (EROS) y la capacidad de defensa antioxidante del cuerpo;
este desbalance se conoce como estrés oxidativo. El cual ocasiona una degeneracion de las
paredes celulares y de los vasos sanguineos, dafos en la retina, deterioro renal,
ateroesclerosis, afecciones en el sistema nervioso central (SNC) e incluso multiples
alteraciones reproductivas (Murillo et al., 2006). Es la primera causa de ceguera, de
insuficiencia renal cronica y de amputacion no traumatica de miembros inferiores (GPC,
2008).

La DM es un padecimiento complejo que lleva implicito una serie de situaciones que
comprometen el control en los pacientes, lo cual favorece el desarrollo de complicaciones,
con los consecuentes trastornos en la calidad de vida, muertes prematuras e incremento en
los costos de atencidn y tasas de hospitalizaciéon. El descontrol metabdlico y las
consecuentes complicaciones se agravan cuando no se realiza una eficiente y oportuna
deteccidn y seguimiento de grupos con factores de riesgo (NOM, 2010). El diabético muere,
fundamentalmente, por sus problemas cardiovasculares, centrados, sobre todo, en tres

procesos, el infarto agudo al miocardio, el accidente vascular cerebral y la isquemia de
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extremidades inferiores que desemboca en gangrena y frecuente infeccion grave (Tébar y
Escobar, 2009).

La prevalencia de la DM ha ido aumentando de manera dramatica, sobre todo en las ultimas
tres o cuatro décadas, resultando en una epidemia mundial que ha hecho de ésta una de las
condiciones médicas mas comunes y mas graves que la humanidad ha tenido que enfrentar
(Polonsky, 2012). Actualmente 383 millones de personas tienen DM. En 2035 el numero
aumentara hasta 592 millones. La DM caus6 5.1 millones de muertes en 2013, cada 6
segundos muere una persona debido a la DM; 175 millones de personas con DM estan sin
diagnosticar. El 80% de las personas con diabetes viven en paises de ingresos medios y
bajos (FID, 2013).

En México durante 2011, 70 de cada 100 mil personas murieron por DM. Las defunciones
por DM se concentran en la de tipo 2. En 2011 representaron 62% en mujeres y 61% en

hombres (INEGI, 2013).

11.1.1 Clasificacion de la diabetes

La diabetes mellitus se clasifica en cuatro tipos principales:
- Diabetes tipo 1: también denominada diabetes mellitus insulino dependiente
(DMID), en la cual existe destruccion de las células beta del pancreas, generalmente
con deficiencia absoluta de insulina. Los pacientes pueden ser de cualquier edad, casi
siempre delgados y suelen presentar comienzo abrupto de signos y sintomas con
insulinopenia antes de los 30 afos de edad.
- Diabetes tipo 2: también denominada diabetes mellitus no insulino dependiente
(DMNID), en la que se presenta resistencia a la insulina y en forma concomitante una

deficiencia en su produccién, puede ser absoluta o relativa. Los pacientes suelen ser
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mayores de 30 afos cuando se hace el diagnostico, son obesos y presentan
relativamente pocos sintomas clasicos.

- 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
insuficiente adaptacién a la insulino resistencia que se produce en el gestante.
También se trata de resistencia a la insulina. Durante el embarazo el organismo sufre
cambios hormonales muy intensos y en la diabetes gestacional estas hormonas
producen el efecto inverso a la insulina, elevando la glucosa en sangre. La mayoria de
las veces esta condicién desaparece al finalizar el embarazo, pero existen casos en
que la diabetes permanece al no llevar los cuidados adecuados durante la gestacion y

se considera como DM tipo 2.

Otros tipos especificos de diabetes:

e Defectos genéticos en la funcion de las células beta.
e Defectos genéticos en la accion de la insulina.

e Enfermedades del pancreas exocrino.

e Endocrinopatias.

e Diabetes inducida quimicamente, o por drogas.

e Infecciones.

e Diabetes poco comun mediada inmunitariamente.

e Otros sindromes genéticos, algunas veces asociados con diabetes (NOM, 2010).

En este sentido, el presente trabajo esta dirigido al estudio de la planta Annona diversifolia
Safford en un modelo de DM2, por lo que a continuacidn se dara informacion adicional sobre

este tipo de diabetes.



1.2 Diabetes mellitus tipo 2

La DM tipo 2 es el resultado de una deficiencia de insulina (Gardner y Shoback, 2012). Se
asocia a un aumento de la concentracion plasmatica de insulina (hiperinsulinemia), que es la
respuesta compensadora de las células beta del pancreas a la disminucion de la sensibilidad
de los tejidos efectores a los efectos metabdlicos de la insulina, fenédmeno conocido como
resistencia a la insulina (Guyton y Hall, 2011).

Los pacientes con diabetes tipo 2 incluyen desde aquéllos con una grave resistencia a la
insulina y minimos defectos en la secrecion de la misma, hasta aquéllos con un defecto
primario en la liberacién de dicha hormona. Por lo regular, estos pacientes son adultos con
algun grado de obesidad, aunque las crecientes tasas de obesidad conducen a un inicio mas
temprano de la enfermedad en adolescentes y nifios (Gardner y Shoback, 2012).

En la DM2 se describe un estado previo de intolerancia a la glucosa y de glucemia basal
alterada, estados que confirman que el riesgo de desarrollar DM2 aumenta cuanto mayor es
el nivel de glucemia (Tébar y Escobar, 2009).

Con frecuencia cursa sin un diagnéstico durante muchos afios porque la hiperglucemia
puede presentarse de manera gradual y sin sintomas iniciales. Los individuos con DM2
padecen de una disminucion progresiva en la capacidad de funcionamiento de sus células
beta, lo que conduce a un empeoramiento paulatino de la hiperglucemia. La presentacion
inicial puede deberse a complicaciones como alteraciones visuales ocasionadas por
retinopatia o dolores o infecciones del pie que se deben a neuropatia periférica. Los
individuos se encuentran muy deshidratados, hipotensos, letargicos o comatosos. Las
infecciones cutaneas crénicas son comunes. Con frecuencia, el prurito generalizado y las
sefales de candidiasis vaginal son los sintomas iniciales de las mujeres que padecen

diabetes tipo 2. Los varones quiza informen de una erupcion pruritica en el prepucio. Los
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pacientes con una deficiencia insulinica mas grave tendran los sintomas clasicos de poliuria,
sed, visidon borrosa, parestesias y fatiga (Gardner y Shoback, 2012).

La hiperglucemia posprandial es importante en el desarrollo de la enfermedad; que se
asocia con complicaciones micro y macrovasculares, y se ha propuesto como un factor de
riesgo independiente para la enfermedad cardiovascular (Brindis et al., 2013). El efecto
esencial de la ausencia de insulina o de la resistencia a la misma sobre el metabolismo de la
glucosa consiste en que las células, con excepcién de las del encéfalo, no absorben ni
utilizan de modo eficiente la glucosa. El resultado es un incremento de la glucemia, un
descenso progresivo de la utilizacidn celular de glucosa y un aumento de la utilizacion de las
grasas y de las proteinas (Guyton y Hall, 2011).

La DM2 ha sido asociada con un incrementado riesgo de desarrollar ateroesclerosis
prematura debido al incremento en los niveles de triglicéridos y lipoproteinas de baja
densidad, y un decremento en los niveles de lipoproteinas de alta densidad (Adewole y
Ojewole, 2009).

Los marcadores de riesgo de la DM2 son: edad avanzada, obesidad, historia familiar de
diabetes, raza, nivel socioeconémico y estilo de vida (dieta e inactividad fisica) (Tébar y

Escobar, 2009).

1.3 Diagnéstico de la Diabetes mellitus tipo 2

El diagndstico se debe establecer cuando ocurran sintomas de diabetes como son:
polidipsia, poliuria, polifagia y baja de peso, acompafiado del resultado de una hiperglucemia
en cualquier momento del dia > 200 mg/dL. Los sintomas de la diabetes en adultos mayores
son inespecificos y de aparicion tardia, entre los cuales se han documentado: fatiga, letargia,

somnolencia, pérdida de peso, incontinencia urinaria, pérdidas del plano de sustentacion,
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sintomas genitourinarios y alteraciones del estado de conciencia (GPC IMSS, 2012).

El rango de glucosa basal en plasma o suero normal es de 70 a 100 mg/dL. Un nivel de
glucosa plasmatica de 126 mg/dL o mayor, en mas de una ocasion, después de un ayuno de
al menos ocho horas, es diagndstico de diabetes mellitus. En la tabla 1 se muestran los

criterios para el diagndstico de la diabetes mellitus (Gardner y Shoback, 2012).

Tabla 1. Criterios para el diagnéstico de diabetes:

Tolerancia normal Prediabetes Diabetes
a la glucosa mellitus®
Glucosa plasmatica en 100-125 (glucosa
ayunas (mg/dL)° <100 basal alterada) 2126
2 horas después de carga > 140-199
de glucosa (mg/dL)° <140 (intolerancia a la > 200
glucosa)
HbAc (%)? <57 5.7-6.4 >6.5
Sintomas y concentracion . . > 200
de glucosa al azar (mg/dL) -

aLa glucosa plasmatica en ayunas o HbAic (hemoglobina glucosilada) son diagndsticas de diabetes si se confirman en
pruebas repetidas.

bLa glucosa plasmatica en ayunas > 126 mg/dL es diagnostica de diabetes si se confirma en algun dia subsiguiente al que
se encuentra en rango diabético después de ayuno nocturno.

°Antes de la prueba, administre 75 g de glucosa disuelta en 300 mL de agua después de ayuno nocturno en pacientes que
recibieron al menos 150 a 200 g de carbohidratos a diario por tres dias. En ausencia de una hiperglucemia inequivoca, el
resultado debe confirmarse mediante pruebas repetidas (Gardner y Shoback, 2012).

1.3.1 Prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG)

La prueba de tolerancia oral a la glucosa se lleva a cabo para propdésitos de investigacion o
cuando se sospecha el diagnéstico de DM, pero la glucemia en ayunas es inferior a 126
mg/dL o el nivel de HbA1c se encuentra por debajo de 6.5%. A los adultos se les proporcionan
75 g de glucosa en 300 mL de agua; a los nifios 1.75 g de glucosa por kilogramo de su peso
corporal ideal. La carga de glucosa debe consumirse en un periodo no mayor de 5 minutos.
Se obtienen muestras para la glucosa en plasma en ayuno y 120 minutos después de ingerir

la glucosa. Un valor de glucemia en ayunas de 126 mg/dL (7 mmol/L) o mayor, o uno
8



superior a los 200 mg/dL poscarga de glucosa (11.1 mmol/L) es diagnostico de DM. Una
prueba de tolerancia a la glucosa es normal si el valor de glucosa plasmatica venosa en
ayunas es inferior a los 100 mg/dL (5.6 mmol/L), y si el valor de 2 horas poscarga de glucosa
se encuentra por debajo de los 140 mg/dL (7.8 mmol/L). Los pacientes con valores de 2
horas poscarga de glucosa entre 140 y 199 mg/dL tienen intolerancia a la glucosa. Pueden
presentarse resultados falsos positivos en pacientes desnutridos al momento de la prueba,
en aquéllos postrados en cama o los que padecen de alguna infeccion o de estrés emocional
grave. Los diuréticos, anticonceptivos orales, glucocorticoides, tiroxina excesiva, fenitoina,
acido nicotinico y algunos farmacos psicotrépicos también pueden arrojar resultados falsos

positivos (Gardner y Shoback, 2012).

1.4 Tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2
El tratamiento de la diabetes tiene como propdsito aliviar los sintomas, mantener el control
metabdlico, prevenir las complicaciones agudas y cronicas, mejorar la calidad de vida y
reducir la mortalidad por esta enfermedad o por sus complicaciones (NOM, 2010).
1. Control de la glucemia: modificaciones en la dieta y en el estilo de vida, ejercicio y
medicamentos.
2. Tratamiento de las enfermedades asociadas: dislipidemia, hipertension, obesidad y
enfermedades cardiovasculares
3. Deteccion y tratamiento de las complicaciones de la diabetes: retinopatia,
enfermedades cardiovasculares, neuropatia, nefropatia y otras complicaciones

(Brunton et al., 2012).



Se dispone de varias formas o combinaciones farmacologicas que se utilizan para el

tratamiento de la DM2, por medio de algoritmos como el siguiente (Brunton et al., 2012).

Diabetes tipo 2

Medicion de
HbA1c

Educacion para la diabetes
Tratamiento nutricional
Actividad fisica
Metformina

Nueva medicién
de HbAic

|

orales

|

Deteccion de Tratamiento de las
complicaciones ) enfermedades

. Metformina + un asociadas
Examen de la retina segundo fArmaco SOCIE .
Microalbuminuria D!S“pldeml’a
Exploracién en busca Hipertension
de neuropatia Obesidad
Valoracién vascular Enfe_rmedades

cardiovasculares

Metformina Metformina
+ +
2 hipoglucemiantes Insulina

I

Nueva medicidon
de HbA1c

Esquema 1. Algoritmo de tratamiento para la diabetes mellitus tipo 2.
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La mayor parte de los pacientes con diagnostico reciente con DM2 tienen diabetes subclinica
o no diagnosticada muchos afios antes y deben ser valorados en busca de complicaciones
de la diabetes. La incapacidad para alcanzar cifras ideales de glucosa, por lo general con
concentraciones de HbAic < 6.5% en tres meses, debe ser indicacién para afadir un

segundo hipoglucemiante oral (Brunton et al., 2012).

1.4.1 Manejo no farmacolégico

Es la base para el tratamiento en pacientes con prediabetes y diabetes, consiste en un plan
de alimentacion, control de peso y actividad fisica apoyado en un programa estructurado de
educacion terapéutica (NOM, 2010).

La dieta se dirige a perder peso, disminuir la presion arterial y el riesgo de ateroesclerosis. El
ejercicio proporciona multiples beneficios para pacientes con diabetes, pero la dosificacion
del tratamiento hipoglucemiante puede requerir ajuste para evitar la hipoglucemia
relacionada con el ejercicio (Brunton et al., 2012).

Estudios han mostrado que hay una reduccién significativa en la incidencia de DM tipo 2 con
una combinacion de: mantenimiento del indice de masa corporal de 25 kg/m?, consumiendo
comida alta en fibra y grasas insaturadas y baja en grasas trans y saturadas, haciendo
ejercicio regularmente y, absteniéndose del consumo de cigarro y alcohol. Lo cual sugiere
que la DM tipo 2 puede prevenirse mayormente, por modificaciones en el estilo de vida

(Olokoba et al., 2012).
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11.4.2 Tratamiento farmacolégico

Hipoglucemiantes orales: sélo pueden prescribirse a pacientes con DM tipo 2.

Los farmacos disponibles son:

Sulfonilureas (glibenclamida, glimepirida, etc.): ejercen su efecto estimulante sobre la
secrecion de insulina mediante su union a un receptor de la membrana, denominado
receptor de sulfonilureas (SUR), bloqueando los canales de K* dependientes de ATP
en las células beta y estimulando los efectos que la glucosa induce sobre la secrecion
de insulina (Velazquez, 2008). La hipoglucemia que pueden causar podria llegar al
coma. Efectos secundarios menos frecuentes incluyen nausea y vomito, ictericia
colestasica, agranulocitosis, anemia aplasica y hemolitica, reacciones de
hipersensibilidad generalizada y reacciones dermatologicas (Goodman y Gilman,
2012).

Analogos de metiglinidas (repaglinida): al igual que las sulfonilureas se fijan a la
subunidad SUR1 del canal de K* dependiente de ATP en las células beta del pancreas
y promueven la liberacion de insulina. Esta accion, a diferencia de lo que ocurre con
las sulfonilureas, es estrictamente dependiente de la presencia de glucosa. Evitan la
hiperglucemia postprandial. Pueden producir algunas molestias gastrointestinales
moderadas y, rara vez, reacciones de hipersensibilidad. También pueden incrementar
el peso de los pacientes (Florez, 2008).

Biguanidas (metformina): suprimen la produccion de glucosa hepatica, incrementan la
sensibilidad a insulina, favorecen la captacién periférica de glucosa en el musculo
estriado, disminuyen la absorcion de glucosa en el tracto gastrointestinal, incrementan
la oxidacion de acidos grasos e inhiben la gluconeogénesis hepatica. Por su efecto
anorexigeno, son utiles en pacientes obesos. Suelen asociarse a otros
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hipoglucemiantes (sulfonilureas) (Velazquez, 2008; Olokoba et al., 2012). Las
reacciones adversas mas frecuentes son las gastrointestinales (anorexia, nauseas,
molestias abdominales y diarrea). La reaccion mas grave, aunque infrecuente, es la
acidosis lactica (Flérez, 2008).

Inhibidores de las alfa-glucosidasas (acarbosa y miglitol): impiden la absorcion
intestinal de hidratos de carbono complejos, reduciendo la hiperglucemia postprandial.
Tienen efectos secundarios indeseables tales como distension abdominal, flatulencia,
meteorismo y diarrea; y en caso de hipoglucemia, hay que administrar glucosa
(Velazquez, 2008).

Glitazonas o tiazolidinedionas (rosiglitazona y pioglitazona): se comportan como
agonistas del PPARy (receptor activado por el proliferador de peroxisomas
7). Incrementan la captacion periférica de glucosa y sensibilizan los tejidos a la accion
de insulina. En consecuencia, disminuyen las concentraciones de glucemia, de
insulina y de HbA1c, sin llegar a producir hipoglucemia. Se utilizan como tratamiento
coadyuvante, asociados a sulfonilureas o metformina. Las reacciones adversas mas
frecuentes son la retencion de liquido con formacion de edemas, por expansion del
volumen vascular. Producen también anemia, con reduccion de los niveles de

hemoglobina, y aumento de peso (Velazquez, 2008; Flérez, 2008).

La hipoglucemia es el riesgo principal del tratamiento con hipoglucemiantes orales. Existen

diversas respuestas fisioldgicas a la hipoglucemia. La primera respuesta consiste en la

reduccion de la secrecidn de insulina enddégena, que ocurre con concentraciones plasmaticas

de alrededor de 70 mg/dL (3.9 mmol); mas tarde se liberan hormonas contra reguladoras:

adrenalina, glucagén, hormona del crecimiento, cortisol y noradrenalina. Los sintomas de
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hipoglucemia se detectan por primera vez con concentraciones plasmaticas de glucosa de 60
a 80 mg/dL (3.3-4.4 mmol). Los primeros sintomas incluyen diaforesis, sensacion de hambre,
parestesias, palpitaciones, temblor y ansiedad, principalmente de origen autondémico. La
dificultad para concentrarse, confusion, debilidad, somnolencia, sensacion de calor, mareo,
vision borrosa y pérdida de la conciencia (los sintomas mas importantes de la
neuroglucopenia) por lo general ocurren con concentraciones plasmaticas de glucosa
inferiores a las necesarias para que aparezcan los sintomas del sistema nervioso autonomo.
La ausencia de glucagén y adrenalina puede ocasionar hipoglucemia prolongada, en
particular durante la noche, cuando algunos individuos pueden tener concentraciones
plasmaticas de glucosa extremadamente bajas por varias horas. La hipoglucemia grave
puede ocasionar convulsiones y coma. La hipoglucemia leve a moderada puede tratarse con
la simplificacion de glucosa (15 g de carbohidratos). Cuando la hipoglucemia es grave, debe
tratarse con la administracion de glucosa intravenosa o con la inyeccion de glucagon
(Brunton et al., 2012).

Por lo anterior, las plantas medicinales son una alternativa en el manejo de la DM, ya que la
insulina y los farmacos hipoglucemiantes orales tienen efectos secundarios indeseables. El
manejo de la DM sin cualquier efecto secundario aun es un desafio para el sistema médico.
Por lo tanto, la busqueda de un farmaco con bajo costo, mayor potencia y sin efectos

secundarios adversos es una necesidad mundial (Adeyemi et al., 2009; Kaleem et al., 2008).

1.5 Medicina tradicional
La medicina tradicional comprende diversas practicas, enfoques, conocimientos y creencias
sanitarias que incorporan medicinas procedentes de plantas, animales y/o fuentes minerales,

técnicas manuales y ejercicios, aplicados en singular o en combinaciéon para mantener el
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bienestar, ademas de tratar, diagnosticar y prevenir las enfermedades (OMS, 2002).

Las poblaciones de Africa, Asia y Latinoamérica utilizan la medicina tradicional para ayudar
a satisfacer sus necesidades sanitarias primarias, al ser accesible y asequible
economicamente. La preocupacién sobre los efectos adversos de los farmacos, un deseo de
una atencion sanitaria mas personalizada y un mayor acceso a la informacion sanitaria,
estimulan este mayor uso. Por consiguiente, se esta utilizando cada vez mas para un amplio
espectro de enfermedades tanto por personas de paises desarrollados como de paises en
desarrollo. Lo que ha creado retos en el sector de salud desde el punto de vista de
seguridad, eficacia y calidad, acceso y uso racional; por ello se busca respaldar la
investigacion en el tratamiento seguro y eficaz de aquellas enfermedades que representan el
mayor peso sanitario, en especial para las poblaciones mas pobres (OMS, 2002).

Las plantas medicinales han suscitado el interés cientifico, especialmente en estas tres
ultimas décadas, al ser una fuente de interés en el hallazgo de nuevas moléculas y principios
activos derivados de ellas. Gracias a la aparicion de métodos de analisis cualitativos y
cuantitativos precisos, sumados a la incorporacion de las baterias de ensayos in vitro o
modelos animales que en otros tiempos estaban destinados Unicamente a los farmacos de
sintesis, las plantas medicinales han reivindicado su potencial farmacolégico y lo han puesto
al servicio de la salud. Asimismo, muchas moléculas aisladas a partir de las plantas han
servido de precursores o prototipos para la elaboracion de farmacos de sintesis: Agave
americana (sintesis de hormonas esteroidales), Vicia faba (obtencion de L-Dopa), Salix alba
y Filipendula ulmaria (sintesis de acido acetil-salicilico) son algunos ejemplos (Berdonces,
2009).

Es necesario llevar a cabo mas trabajo a fin de elevar la conciencia sobre la seguridad y el

uso apropiado de la MT (OMS, 2002). Muchos remedios herbales tienen efectos terapéuticos
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reconocidos; pero también pueden tener efectos secundarios desconocidos (Adewole vy
Ojewole, 2009).

En México alrededor de 4 000 especies de plantas (aproximadamente 15% de la flora total)
tienen atributos medicinales, es decir que mas o menos una de cada siete especies posee
alguna propiedad curativa. Sin embargo, se estima que la validacion quimica, farmacoldgica
y biomédica de los principios activos que contienen se ha llevado a cabo soélo en un 5% de
estas especies. Los antiguos pobladores de nuestro territorio desarrollaron una de las
herbolarias mas complejas del mundo, debido a la riqueza cultural y étnica que alcanzaron;
asi pues, desde tiempos prehispanicos diferentes grupos étnicos han usado plantas con fines

medicinales (Ocegueda et al., 2005).

1.6 Generalidades de Annona diversifolia Safford

Annona diversifolia Safford (sinonimia: Annona macroprophyllata) es una especie
perteneciente a la familia Annonaceae, la cual consiste de 2300 a 2500 especies incluidas en
mas de 130 géneros. Annona diversifolia es un arbol conocido como “ilama” en el centro de
México (Estados de Colima, Guerrero y México); mientras que en el sureste (regiéon de
Tehuantepec y Yucatan) es designado como “papauce” o “anona blanca” (Brindis et al.,

2013).
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Figura 2. Hojas de Annona diversifolia Safford.

Las plantas de la familia Annonaceae son consideradas como cultivos de importancia
economica en todo el mundo. A. diversifolia es una fruta nativa del sureste de México,

Guatemala y El Salvador, y es considerada como uno de los frutos subtropicales mas
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importantes de los lugares de clima calido. El arbol puede llegar a medir hasta 8.5 m de
altura. El tronco usualmente es no mayor a 25 cm de grosor, a veces derivan del suelo para
formar de tres a seis tallos principales. Es una especie subcaducifolia y endémica de la
cuenca del rio Balsas. La planta requiere de un clima calido, con temperaturas entre los 24 y
37°C y con una estacion seca y humeda. La fruta tiene forma oval, con especimenes
mayores con un peso de 500 a 900 g. Cada arbol produce un promedio de 50 frutas (Julian
et al., 2011; Cruz, 2002).

Los frutos de A. diversifolia se utilizan como alimento, sus hojas se emplean como
anticonvulsivos, asi como agentes analgésicos y antinflamatorios en la medicina tradicional
mexicana. Como antidiarreico (el fruto verde), anticatarral (las hojas jovenes), para tratar
luxaciones (la corteza asada) y como antiinflamatorio (las hojas) (Brindis et al., 2013; Luna y

Gonzalez, 2008).

lll. MATERIALES Y METODOS

lI.1. PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL DE Annona diversifolia Safford

Se utilizaron hojas de la especie vegetal A. diversifolia Safford, las cuales se recolectaron en
Veracruz por el médico Edwin Cruz. La identificacion se llevd a cabo en el Herbario de
Plantas Medicinales del IMSS (Herbario IMSS), por la M. en C. Abigail Aguilar Contreras. Se

deposito el ejemplar de herbario con un numero de registro 16099.

l.2. PREPARACION DEL EXTRACTO ETANOLICO
La obtencion del extracto etandlico de las hojas de A. diversifolia Safford (EEAd) se realiz6
segun los métodos previamente descritos (Calzada et al., 2003; Velazquez et al., 2006) en

los que las hojas de la planta se secaron al aire a temperatura ambiente durante 7 dias,
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obteniéndose 505 g de hojas secas que se pulverizaron con un molino Tor-Rey.
Posteriormente se extrajeron por maceracion en etanol acuoso (6.5 L x 2 semanas) a
temperatura ambiente. El extracto resultante se filtr6 y se concentré a sequedad usando un
rotaevaporador a presion reducida, obteniéndose 47.81 g de extracto verde oscuro y de

consistencia pastosa. El EEAd seco se almacend en refrigeracidn hasta su posterior uso.

l1.3. FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO ETANOLICO
25 g del EEAd obtenido se resuspendieron en EtOH al 10% en agua (20 mL) y se
fraccionaron por par de disolventes no miscibles utilizando DCM (100 mL x 2) y AcOEt (100

mL x 2). Ver esquema 2.

Extracto etandlico
(25 gen 20 mL BBEOH ac))

FDCM (100 mL x 2 FACR1
CH.CL.)
Rotaevaporador
Presidn reducida 40 °C

FACR 2 FAcOEt
Rotaevaporador (AcOEt 100 mLx 2)
Presion reducida Rotaevaporador

40 °C Presidn reducida

40°C

Esquema 2. Fraccionamiento del extracto etandlico de las hojas de Annona diversifolia
Safford.
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lI.4. ANALISIS CROMATOGRAFICO

La cromatografia en capa fina (ccf) tanto preparativa como analitica, se realiz6 de acuerdo a
las técnicas convencionales, empleando placas de aluminio (Cromatofolios en aluminio TLC
20 X 20 cm silica gel 60 F2s4 y cromatoplacas de vidrio TLC 20 X 20 cm silica gel 60 F2s4) y

un sistema de elucién AcOEt/ MeOH/ H20 (10 mL/ 1.6 mL/ 1.3 mL).

ll.5. ANIMALES DE LABORATORIO

Se usaron ratones hembra de |la cepa Balb-c del bioterio del CMN SXXI IMSS, los cuales se
dividieron en grupos de 6 animales cada uno; con pesos de 17 + 2.6 g para las pruebas de
tolerancia oral a glucosa y sacarosa y de 20 + 3.2 g para el resto de las pruebas. Se
mantuvieron en condiciones estandar de bioterio con ciclos de luz/oscuridad 12/12 h,
temperatura controlada y con libre acceso al agua y alimento, segun la NOM 062-Z00-1999.
Los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité Local de Investigacién del
Hospital de Especialidades del CMN Siglo XXI IMSS, con numero de registro:

R-2012-3601-18.

1.6. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Todas las muestras: EEAd (dosis 30, 300, 375, 450, 600, 900, 1200 y 3000 mg/kg),
fracciones (100 mg/kg), compuesto puro (50, 100 y 150 mg/kg), hipoglucemiantes orales
(metformina 850 mg/kg, glibenclamida 5 mg/kg y acarbosa 50 mg/kg), glucosa (1.5 g/kg) y
sacarosa (3 g/kg), se solubilizaron en agua 1 mL por animal. Se administraron via
intragastrica por medio de una sonda esofagica, y la dosis se ajusté de acuerdo al peso de

los animales.
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lI.7. EVALUACION DEL EFECTO DEL EEAd E HIPOGLUCEMIANTES ORALES EN
ANIMALES SANOS

Se usaron 9 grupos de ratones hembra sanas, el grupo 1 fue tratado con 1 mL del vehiculo
usado como control, los grupos 2 al 6 fueron tratados con el EEAd en dosis crecientes de
300, 450, 600, 900 y 1200 mg/kg. Los grupos 7 al 9 fueron tratados con los farmacos:
metformina (850 mg/kg), glibenclamida (5 mg/kg) y acarbosa (50 mg/kg).

Los niveles de glucemia sanguinea se determinaron con ayuda de un glucémetro Evolution
(Infopia USA, LLC vy tiras reactivas para glucémetro Evolution). Las muestras de sangre se
tomaron de la vena caudal por medio de una pequefia incision al final de la cola. Se analizd
el efecto a las 2 y 4 horas después de administrarse el tratamiento, el tiempo cero se evalué
como un control interno. Durante esas 4 horas, los ratones solamente tuvieron libre acceso al
agua.

En el presente trabajo se entendera por efecto hipoglucemiante de una sustancia, a la
disminucién de los niveles de glucosa en sangre por debajo de los valores normales (control
sano). Y por efecto antihiperglucemiante, a la disminucién de los niveles de glucosa en

sangre por debajo de los valores de un diabético (control diabético).

1ll.8. PRUEBA DE TOLERANCIA ORAL A GLUCOSA Y A SACAROSA

Se usaron 7 grupos de ratones hembra sanas con 24 horas de ayuno previo, a los grupos 1
al 3 se les administro 1 mL del vehiculo, a los grupos 4 y 5 una dosis de 450 mg/kg del EEAd
y a los grupos 6 y 7 una dosis de 100 mg/kg del flavonoide rutina en el tiempo cero. Treinta
minutos después los grupos 2, 4 y 6 fueron tratados con una dosis de 1.5 g/kg de glucosa; y
los grupos 3, 5y 7 con una dosis de 3.0 g/kg de sacarosa. Se midieron los niveles de glucosa

en sangre alas 0, 2 y 4 horas.
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11.9. INDUCCION DE DIABETES MELLITUS 2

La diabetes mellitus fue experimentalmente inducida en ratones hembra sanos, con dos
dosis de aloxana (aloxana monohidratada Sigma-Aldrich) de 75 mg/kg por animal. La via de
administracion fue intraperitoneal. Los ratones tuvieron acceso unicamente a una solucion
acuosa de glucosa al 10%. Los animales con glucemia > 200 mg/dL fueron seleccionados
para las pruebas posteriores.

La aloxana es un derivado oxigenado de la pirimidina el cual esta presente como aloxana
hidratada en solucién acuosa. La accion téxica de la aloxana en las células beta pancreaticas
involucra oxidacion de sulfidrilos esenciales (grupos —SH), inhibicion de la enzima
glucoquinasa, generacién de radicales libres y perturbaciones en la homeostasis del calcio
intracelular. EI mecanismo fundamental involucra la aceptacién selectiva del compuesto
debido a su similitud estructural a la glucosa asi como su altamente eficiente mecanismo de

aceptacion de las células beta pancreaticas (Rohilla y Ali, 2012).

lI.10. EFECTO ANTIDIABETICO: EEAd, FRACCIONES, COMPUESTO PURO Y
ACARBOSA

Se utilizaron 11 grupos de ratones hembra diabéticas, el grupo 1 fue tratado con 1 mL del
vehiculo, el grupo 2 con una dosis de 50 mg/kg del farmaco hipoglucemiante acarbosa; los
grupos 3 al 5 fueron tratados con dosis de 300, 375 y 450 mg/kg del EEAd,
respectivamente. Los grupos 6 al 8 fueron tratados con una dosis de 100 mg/kg de las
fracciones: FDCMAd, FAcCOEtAd y FAcRAd. Por ultimo, los grupos 9 al 11 fueron tratados
con dosis de 50, 100 y 150 mg/kg del compuesto puro (flavonoide rutina), respectivamente.

Se midieron los niveles de glucosa en sangre a las 0, 2 y 4 horas.
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ll.11. PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA

Se utilizaron 4 grupos de ratones hembra sanas con 24 horas de ayuno. Uno de los grupos
fue tratado con 1 mL del vehiculo y los otros tres con el EEAd en dosis crecientes de 30, 300
y 3000 mg/kg. Se evalud la muerte a las 4 y 72 hrs, asi como el efecto del EEAd sobre el
comportamiento. Posteriormente semanalmente, durante dos semanas, se determinaron las
variaciones en el peso corporal y al final del experimento los ratones fueron sacrificados; se
extrajeron los siguientes organos: higado, intestino, estbmago, rinones y bazo, los cuales se

pesaron inmediatamente.

l.12. ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados de las pruebas se analizaron por ANOVA y estan expresados como el
promedio de 6 datos + la desviacion estandar (DE), el nivel de significancia fue evaluado por

la prueba de Dunnett y Bonferroni, con valores p menores de 0.05.

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1 OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO

Las hojas molidas de Annona diversifolia Safford (505 g) fueron extraidas por maceracién
con etanol (6.5 L x 2 semanas) y el extracto fue evaporado hasta sequedad, obteniéndose
47.8 g (9.5% en base seca) de extracto etandlico que se mantuvo a temperatura ambiente

en un frasco cerrado hasta su uso.
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IV.2 EVALUACION DEL EFECTO DEL EEAd E HIPOGLUCEMIANTES ORALES EN
ANIMALES SANOS

Con el objetivo de determinar si el EEAd posee un efecto hipoglucemiante, se administro
éste a dosis crecientes de: 300, 600, 900 y 1200 mg/kg.

A las dosis entre 600-1200 mg/kg, el EEAd produjo la muerte de los animales a las 2 horas
posteriores a su administracion, por lo que se evalud una dosis intermedia (450 mg/kg) entre

las dos que presentaron un mayor efecto.

Tabla 2. Niveles de glucosa en sangre de los ratones sanos tratados con EEAd a las
diferentes dosis evaluadas.

Dosis EEAd Glucemia 0 h Glucemia 2 h Glucemia 4 h Mortalidad (%)
(mg/kg) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Control 158.2 + 16.2 153.4 + 25.8 153.3+199 -
300 170.8 + 16.6 116.2 + 49.0 135.8+646 -
450 167.0 + 19.2 115.2 + 19.0* 101.0 +30.5* -
600 182.8 + 18.7 69.5 + 19.2* 57.0 + 1.4* 66.7
900 177.0 + 28.4 75.5 + 18.5* 75.8 + 22.1* 33.3
1200 142.7 + 17.7 83.2+34.0 118.0% 83.3

El grupo control fue tratado con 1 mL del vehiculo. Los resultados se muestran como promedio + DE, n= 6.
Analisis por ANOVA de 1 via.

*Resultados estadisticamente diferentes respecto a su tiempo cero.

AResultado del raton sobreviviente.

Como se puede observar en la tabla 2, el EEAd produjo un efecto hipoglucemiante con todas
las dosis evaluadas. El cual se considera ocurre cuando los valores de glucemia sanguinea
disminuyen por debajo de los valores normales (grupo control < 153.3-153.4 mg/dL) (NOM,
2010). Al aumentar la dosis del EEAd aumentd el efecto producido por éste, mostrando
diferencias estadisticamente significativas respecto al tiempo cero de cada dosis.

Las dosis de 300 y 450 mg/kg del EEAd fueron las que produjeron un efecto hipoglucemiante
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significativo en animales sanos sin causar mortalidad. El efecto hipoglucemiante es
consistente con lo previamente descrito por Brindis en animales sanos (Brindis et al., 2013).
La dosis de 450 mg/kg del EEAd fue seleccionada para la realizacién de los siguientes

experimentos, al ser la que produjo el mayor efecto hipoglucemiante sin producir mortalidad.
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Grafica 1. Niveles de glucosa en sangre de los ratones sanos al tiempo dos horas, tratados

con EEAd a dosis de 300, 600, 900 y 1200 mg/kg; n=6.
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Grafica 2. Niveles de glucosa en sangre de los ratones sanos al tiempo cuatro horas,
tratados con EEAd a dosis de 300, 600, 900 y 1200 mg/kg; n=6.
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Como se aprecia en las graficas 1y 2, el EEAd a la dosis de 600 mg/kg presenta un punto de
inflexion en el efecto evaluado, tanto a las dos como a las cuatro horas posteriores a la
administracion. Al ser la dosis que produjo un mayor efecto y a la que se comenzé a observar
una mortalidad en los animales.

Por el tipo de curva invertida, se sugiere que el EEAd produjo un efecto de hormesis, proceso
en el cual la exposicion a dosis bajas de un agente quimico produce un efecto benéfico y a
dosis altas un efecto téxico o viceversa (Mattson, 2008). Ya que como se observa en la tabla
2, al aumentar la dosis del EEAd, éste produjo la muerte de los animales. Sin embargo, se
necesita otra dosis que permita graficar otro punto en la curva, y asi poder concluir este
efecto sin ambiguedad.

La mortalidad producida, permitié graficar una curva dosis-respuesta en animales sanos con
el logaritmo de las dosis administradas; obteniéndose una dosis toxica media (DTs0) de
606.0 mg/kg. En este sentido, aunque no se cumple con todo lo marcado en la OECD,
puesto que los animales no estaban en ayuno, el EEAd pertenece a la categoria 4. Lo que

indica que su consumo debe realizarse con sumo cuidado por sus posibles efectos toxicos.
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log Dosis (mg/kg)
Grafica 3. Curva dosis-respuesta de los ratones sanos tratados con EEAd a las dosis de
300, 600, 900 y 1200 mg/kg; n=6. Ecuacion de la grafica: y= 138.33 x — 334.9. r?= 0.8960.
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Aun cuando no era el objetivo de este experimento la construccion de la curva dosis-
respuesta, por la mortalidad observada (grafica 3), se pudo determinar una toxicidad
preliminar. Cabe mencionar, que estos resultados son consistentes con la prueba de

toxicidad aguda, mencionada mas adelante en el apartado IV.10.

Con el propésito de determinar si el efecto producido por el EEAd es equiparable al de uno
de los farmacos hipoglucemiantes orales, se evalud el efecto de metformina, glibenclamida y
acarbosa en ratones hembra sanos (tabla 3); a las dosis en las que normalmente se

prescriben en el humano, 850 mg/kg, 5 mg/kg y 50 mg/kg, respectivamente.

Tabla 3. Niveles de glucosa en sangre de los ratones sanos tratados con farmacos
hipoglucemiantes orales y EEAd.

Tratamiento Glucemia 0 h Glucemia 2 h Glucemia 4 h
(mg/kg) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Control 158.2 + 16.2 153.4 +25.8 153.3 + 19.9

Metformina 850 181.8 + 18.1 54.5 + 14.1*# 77.2 + 38.1*#
Glibenclamida 5 147.3 + 15.3 91.2 + 12.4*# 107 + 18.9%
Acarbosa 50 174.5 + 33.1 132.7 + 155 123 + 30.5*

EEAd 450 167.0 + 19.2 115.2 + 19.0*# 101.0 + 30.5**

El grupo control fue tratado con 1 mL del vehiculo. Los resultados se muestran como promedio + DE, n= 6.
Analisis por ANOVA de 1 via.

*Resultados estadisticamente diferentes respecto a su tiempo cero.

#Resultados estadisticamente diferentes comparados con el control a las 2 y 4 horas, respectivamente.
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Grafica 4. Niveles de glucosa en sangre de los ratones sanos tratados con metformina a

dosis de 850 mg/kg, glibenclamida a dosis de 5 mg/kg, acarbosa a dosis de 50 mg/kg y EEAd
a dosis de 450 mg/kg; n=6.

Como se puede observar en la tabla 3 y en la grafica 4, el efecto hipoglucemiante producido
por el EEAd es similar al del farmaco acarbosa, el cual se incrementa respecto al tiempo.
En el caso de los farmacos metformina y glibenclamida, el efecto hipoglucemiante es mas

importante a las 2 horas, que disminuye respecto al tiempo.

IV.3 PRUEBA DE TOLERANCIA ORAL A GLUCOSA Y A SACAROSA EN ANIMALES
SANOS

Con el objetivo de aportar informacion para establecer el mecanismo de accion por medio del
cual el EEAd produce su efecto hipoglucemiante, se realizaron pruebas de tolerancia oral a la
glucosa (PTOG) y a la sacarosa (PTOS) en ratones hembra sanos en ayuno.

Los ratones hembra sanos fueron tratados con una dosis del EEAd de 450 mg/kg.
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Tabla 4. Niveles de glucosa en sangre de los ratones sanos tratados con el EEAd a dosis de
450 mg/kg, y con glucosa a dosis de 1.5 g/kg (PTOG).

Tratamiento Glucemia O h Glucemia 2 h Glucemia 4 h
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Control 99.2 +10.8 88.2+11.2 89.7+6.5
Glucosa 1.5 g/kg 117.3+12.9 154.7 + 27 .4*# 114.0 + 23.0
EEAd 450 mg/kg + 113.0 + 14.3 111.3+17.2 113.6 + 19.3
Glucosa 1.5 g/kg

El grupo control fue tratado con 1 mL del vehiculo. Los resultados se muestran como promedio + DE, n= 6.
Andlisis por ANOVA de 1 via.

*Resultados estadisticamente diferentes respecto a su tiempo cero.
#Resultados estadisticamente diferentes respecto al control a las 2 horas.
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Grafica 5. Niveles de glucosa en sangre de los ratones sanos tratados con el EEAd a dosis
de 450 mg/kg, y con glucosa a dosis de 1.5 g/kg (PTOG). Los resultados se muestran como
promedio + DE, n= 6. Analisis por ANOVA de 1 via.
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Como se observa en la tabla 4 y en la grafica 5, el grupo control se mantiene sin variaciones
en los niveles de glucemia al no recibir ningun tratamiento. En el caso del grupo que fue
tratado solo con glucosa, se observa un pico posprandial a las 2 horas. Este produjo
diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo control y al grupo tratado con el
EEAd. El pico posprandial se vio disminuido en el grupo tratado con el EEAd a la dosis de
450 mg/kg, que inhibe el aumento de los niveles de glucosa en sangre en ratones sanos,

indicando que inhibe la absorcion de glucosa.

Con la finalidad de determinar si el EEAd ademas de inhibir la absorcion de glucosa, inhibe la
hidrolisis de disacaridos y posterior absorcién de glucosa, se realizo la prueba de tolerancia

oral a la sacarosa.

Tabla 5. Niveles de glucosa en sangre de los ratones sanos tratados con el EEAd a dosis de
450 mg/kg, y con sacarosa a dosis de 3.0 g/kg (PTOS).

Tratamiento Glucemia O h Glucemia 2 h Glucemia 4 h
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Control 99.2 +10.8 88.2+11.2 89.7+6.5
Sacarosa 3.0 g/kg 101 + 8.0 159.5 + 13.6** 136.5 + 13.6*#
EEAd 450 mg/kg + 100.6 + 5.2 115.2+11.0 954 +6.9
Sacarosa 3.0 g/kg

El grupo control fue tratado con 1 mL del vehiculo. Los resultados se muestran como promedio + DE, n= 6.
Analisis por ANOVA de 1 via.

*Resultados estadisticamente diferentes respecto a su tiempo cero.

#Resultados estadisticamente diferentes comparados con el grupo control a las 2 y 4 horas, respectivamente.
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Grafica 6. Niveles de glucosa en sangre de los ratones sanos tratados con el EEAd a dosis
de 450 mg/kg, y con sacarosa a dosis de 3.0 g/kg (PTOS). Los resultados se muestran como
promedio + DE, n= 6. Analisis por ANOVA de 1 via.

De acuerdo con los resultados mostrados en la tabla 5 y grafica 6, el grupo que fue tratado
solo con sacarosa mostré un aumento en los niveles de glucemia, que se observa como un
pico posprandial a las 2 horas. Este se ve disminuido por el efecto del EEAd a las 2 horas y
continua hasta las 4 horas, al igual que como ocurrié con la inhibicion de la absorcion de la
glucosa.

Con estas dos pruebas, PTOG y PTOS, se propone que el EEAd si inhibe a las enzimas alfa-
glucosidasas presentes en las vellosidades intestinales, que son las enzimas que actuan en
la hidrdlisis de la sacarosa, maltosa y otros oligosacaridos en monosacaridos (glucosa,
fructosa o galactosa). El resultado es una demora en la digestion de los hidratos de carbono
con reduccién del pico posprandial (Fernandez, 2001). Ya que de acuerdo con un estudio in
vitro, el extracto acuoso de A. diversifolia inhibe a la enzima alfa-glucosidasa de levadura de

manera competitiva, con un valor similar a la acarbosa (Brindis et al., 2013).
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IV.4 DETERMINACION DEL EFECTO ANTIDIABETICO DEL EEAd EN RATONES CON
DM2

Una vez demostrado el efecto hipoglucemiante del EEAd en ratones sanos y parte de su
posible mecanismo de accién, se realiz6 una prueba en ratones diabéticos inducidos
experimentalmente mediante la administraciéon del farmaco aloxana. Se utilizaron las dosis
de 300 y 450 mg/kg, que en animales sanos fueron las que presentaron el efecto

hipoglucemiante mas importante sin causar mortalidad; y una dosis intermedia entre éstas,

375 mg/kg.

Tabla 6. Niveles de glucosa en sangre de los ratones con DM2 tratados con EEAd a dosis de
300-450 mg/kg.

Tratamiento Glucemia 0 h Glucemia 2 h Glucemia 4 h
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

Control sano 158.2 + 16.2 153.4 +25.8 153.3 + 19.9

Control diabético 209.8 + 18.1 206.6 + 20.6 206.4 +17.5

EEAd 300 mg/kg 216.6 + 19.4 138.0 + 25.8* 195.2+375

EEAd 375 mg/kg 226.2 + 56.6 129.2 + 40.1* 133.0 + 13.5*

EEAd 450 mg/kg 2225+ 28.8 82.2 + 47.2*#* 83.8 + 34.1*#*

Los grupos control fueron tratados con 1 mL del vehiculo. Los resultados se muestran como promedio + DE, n=

6. Analisis por ANOVA de 1 via.
*Resultados estadisticamente diferentes respecto a su tiempo cero.
#Resultados estadisticamente diferentes comparados con el grupo control sano a las 2 y 4 horas,

respectivamente.
*Resultados estadisticamente diferentes comparados con el grupo control diabético a las 2 y 4 horas,

respectivamente.
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Grafica 7. Niveles de glucosa en sangre de los ratones con DM2 tratados con EEAd a dosis
de 300-450 mg/kg; n=6.

Como se observa en los resultados de la tabla 6 y en la grafica 7, las tres dosis evaluadas
produjeron un efecto antihiperglucemiante a las 2 horas que persiste hasta las 4 horas; ya
que disminuyeron los niveles de glucosa en sangre por debajo de los valores del grupo
control diabético (206.6 - 206.4 mg/dL). La dosis de 450 mg/kg produjo ademas un efecto
hipoglucemiante, al disminuir los niveles de glucosa en sangre por debajo de los valores del

grupo control sano (153.4 - 153.4 mg/dL).

IV.5 FRACCIONAMIENTO BIODIRIGIDO DEL EEAd
Una vez que se demostraron las propiedades antidiabéticas del EEAd (Ver VIIl.4) se efectud

su fraccionamiento.
El fraccionamiento se realiz6 por la técnica de reparto (Esquema 2) utilizando 25 g del EEAd,

que se suspendid en 20 mL de etanol acuoso 10%. Se emplearon los disolventes
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diclorometano (100 mL x 2) y acetato de etilo (100 mL x 2), obteniéndose 3 fracciones:
FDCMAd, FAcCOEtAd y FAcCRAd. Todas las fracciones se concentraron hasta sequedad y se
almacenaron en refrigeracion hasta su uso. Se obtuvieron 16.1 g de la FDCMAd, 0.2 g de la
FACOEtAd y 8.8 g de la FAcRAd, con un rendimiento de 62.4%, 0.9% y 34.2%,

respectivamente.

IV.6 DETERMINACION DEL EFECTO ANTIDIABETICO DE LAS FRACCIONES
PRIMARIAS

Se evaluo el efecto antidiabético de cada una de las fracciones obtenidas a la dosis unica de
100 mg/kg, en ratones hembra con DM2. Cabe mencionar que en un analisis preliminar, la
fraccion de diclorometano a 300 mg/kg indujo un 50% de mortalidad en los ratones

empleados, por lo cual, se decidio trabajar con una dosis menor.

Tabla 7. Niveles de glucosa en sangre de los ratones con DM2 tratados con FDCMAd,
FACOEtAd y FACRAd a dosis de 100 mg/kg.

Tratamiento Glucemia 0 h Glucemia 2 h Glucemia 4 h
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Control sano 158.2 + 16.2 153.4 +25.8 153.3 + 19.9
Control diabético 209.8 + 18.1 206.6 + 20.6 2064 +17.5
FDCMAd 2456 + 116.7 168.4 + 118.1 152.4 + 108.0**
FACOEtAd 247.4 +92.3 226.6 + 68.8 197.0 + 63.7
FAcCRAd 231.2+29.0 182.6 + 49.0 150.6 + 22.3*#

Los grupos control fueron tratados con 1 mL del vehiculo. Los resultados se muestran como promedio + DE,
n= 6. Analisis por ANOVA de 1 via.

*Resultados estadisticamente diferentes respecto a su tiempo cero.

#Resultados estadisticamente diferentes respecto al grupo control diabético a las 4 horas.

34



-§ Control sano
- Control diabético
- FDCMAd

- FAcOEtAd
- FAcRAd

Niveles de glucosa en sangre (mg/fdL)

Y
(=]
o

0 1 2 3 4 3

Tiempo (h)

Grafica 8. Niveles de glucosa en sangre de los ratones con DM2 tratados con FDCMAd,
FACOEtAd y FAcCRAd a dosis de 100 mg/kg; n=6.

De acuerdo con los resultados indicados en la tabla 7 y grafica 8, las fracciones de
diclorometano y acuosa residual produjeron un efecto antihiperglucemiante, al disminuir los
niveles de glucosa en sangre por debajo de los valores del grupo control diabético (206.4 —
206.6 mg/dL). Este efecto es mas evidente a las 4 horas, mostrando diferencias
estadisticamente significativas respecto a éste grupo.

Por otro lado, la fraccion de acetato de etilo no presenté un efecto antidiabético, como se

observa en la grafica 8.

IV.7 ANALISIS CROMATOGRAFICO
Aun cuando las fracciones de diclorometano y acuosa residual presentaron una actividad
muy similar, se decidié purificar a los metabolitos presentes en la FAcRAd; ya que como se

menciono anteriormente, la FDCMAd produjo un 50% de mortalidad.
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La resolucion de la FACRAd se realiz6 por medio de una cromatografia en capa fina
preparativa (ccfp) (Figura 3), utilizando 30 mg de la fraccién y un sistema de elucion

AcOEt: MeOH: H20 (10/1.6/1.3) (Solares, 2015).

Figura 3. Cromatografia en capa fina preparativa de la FACRAJ.

ppS
pp4 =)

Figura 4. Cromatografia en capa fina preparativa de la FAcCRAd compuestos identificados
(Pp1-ppPS).
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Como se observa en la figura 4 se identificaron en la ccfp al menos cinco bandas
mayoritarias presentes en la fraccion acuosa residual. Para su visualizacion se utilizd una

lampara de luz UV y AICIz como agente cromdgeno.

Estandar de referencia R: Rutina

Figura 5. Cromatografia en capa fina analitica de los productos puros 1-3 de la FAcRAd.

De los cinco productos identificados, los tres con mayor polaridad fueron comparados con
respecto a la rutina. Como se puede observar en la figura 5, se encontré que el producto 2
fue identificado como rutina, al presentar el mismo Rf (0.37) que la muestra auténtica del

producto (Solares, 2015).

37



IV.8 DETERMINACION DEL EFECTO ANTIDIABETICO DE RUTINA EN RATONES CON
DM2

Una vez realizada la identificacion del flavonoide rutina en la FACRAd, el cual se sabe que
disminuye rapidamente los niveles de glucosa en plasma (Brindis et al., 2013), y que ademas
aumenta los niveles de insulina en plasma, péptido-C, proteinas totales, hemoglobina total y
disminuye la hemoglobina glucosilada (Kamalakkannan y Mainzen, 2006); se realizo la
evaluacion del efecto antidiabético de este flavonoide a las dosis de 50, 100 y 150 mg/kg en
ratones hembra con DM2.

Sabiendo que el extracto acuoso de Annona diversifolia Safford, donde esta presente la
rutina (Brindis et al., 2013), inhibe a las enzimas alfa-glucosidasas, uno de los grupos de
ratones hembra con DM2 fue tratado con el farmaco acarbosa a una dosis de 50 mg/kg; el

cual posee el mismo mecanismo de accion (Fernandez, 2001).

Tabla 8. Niveles de glucosa en sangre de los ratones con DM2 tratados con rutina a dosis de
50-150 mg/kg y con acarbosa a dosis de 50 mg/kg.

Tratamiento Glucemia 0 h Glucemia 2 h Glucemia 4 h
(mg/kg) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Control sano 158.2 + 16.2 153.4 +25.8 153.3 + 19.9
Control diabético 209.8 + 18.1* 206.6 + 20.6 206.4 +17.5
Acarbosa 50 204.0 + 101 196.8 + 14.5 176.4 + 19.6
Rutina 50 205.3+7.0 185.2 + 33.2 154.7 + 30.6*#
Rutina 100 209.3 +18.5 168.8 + 19.4 137.5 + 17.6*#
Rutina 150 203.8 +20.4 177.5 + 16.0 172.3 +13.3

El grupo control de animales sanos fue tratado con 1 mL del vehiculo. Los resultados se muestran como
promedio + DE, n= 6. Analisis por ANOVA de 1 via.

*Resultados estadisticamente diferentes respecto a su tiempo cero.

#Resultados estadisticamente diferentes respecto al control diabético a las 4 horas.
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Grafica 9. Niveles de glucosa en sangre de ratones con DM2 tratados con rutina a dosis de
50-150 mg/kg y con acarbosa a dosis de 50 mg/kg; n=6.

Como se observa en los resultados de la tabla 8 y en la grafica 9, las tres dosis evaluadas de
rutina presentaron un efecto mayor al producido por la acarbosa.

La rutina a las dosis de 50 y 150 mg/kg solo tuvo un efecto antihiperglucemiante desde las 2
horas que se mantiene con respecto al tiempo a las 4 horas. El cual se considera ocurre
cuando los niveles de glucosa en sangre disminuyen por debajo de los valores de un
diabético (grupo control diabético) < 206.6-206.4 mg/dL (NOM, 2010).

En el caso de la dosis de 100 mg/kg se observo un claro efecto hipoglucemiante a las 4
horas, ya que los niveles de glucosa en sangre disminuyeron por debajo del valor que mostré
el control sano a las 4 horas (153.3 mg/dL).

Por otro lado, la rutina a dosis de 50 y 150 mg/kg presenté un efecto similar al farmaco

acarbosa, como se observa en la grafica 9.
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IV.9 PRUEBA DE TOLERANCIA ORAL A GLUCOSA Y A SACAROSA EN ANIMALES
SANOS: EFECTO DE RUTINA

Una vez que se determind el efecto antidiabético de rutina y que se observo que de las tres
dosis administradas, la que produjo un mayor efecto fue la de 100 mg/kg, se realizé la prueba
de tolerancia oral a glucosa y a sacarosa con esta dosis en animales sanos con 24 horas de
ayuno; con el objetivo de determinar si el flavonoide es el responsable del efecto producido

por el EEAd.

Tabla 9. Niveles de glucosa en sangre de los ratones sanos tratados con rutina a dosis de
100 mg/kg, y con glucosa a dosis de 1.5 g/kg (PTOG).

Tratamiento Glucemia O h Glucemia 2 h Glucemia 4 h
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Control 139.7 + 6.3 128.5+19.0 127.7 + 14.5
Glucosa 1.5 g/kg 137.7 + 22 1 171.8 + 31.8* 139.0 + 24 .1
Rutina 100 mg/kg + 138.0 + 27.9 128.0 + 22.3 125.7 + 21.3
Glucosa 1.5 g/kg

El grupo control fue tratado con 1 mL del vehiculo. Los resultados se muestran como promedio + DE, n= 6.

Analisis por ANOVA de 1 via.
*Resultados estadisticamente diferentes respecto a su tiempo cero.
#Resultados estadisticamente diferentes respecto al grupo control y al grupo tratado con rutina 100 mg/kg y

glucosa 1.5 g/kg a las 2 horas.
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Grafica 10. Niveles de glucosa en sangre de los ratones sanos tratados con rutina a dosis de

100 mg/kg, y con glucosa a dosis de 1.5 g/kg (PTOG). Los resultados se muestran como
promedio + DE, n= 6. Analisis por ANOVA de 1 via.

De acuerdo con la tabla 9 y la grafica 10 se observd que rutina a la dosis de 100 mg/kg si
inhibid la absorcion de glucosa, puesto que los niveles de glucosa en sangre de este grupo
se mantienen sin cambios significativos. A diferencia del grupo que fue tratado solo con
glucosa, el cual presentd un pico posprandial a las 2 horas. Que es estadisticamente
diferente del grupo control y del grupo tratado con rutina.

Al obtener estos resultados, se realizé la prueba de tolerancia oral a sacarosa a la misma

dosis del flavonoide; no encontrandose un efecto importante.
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IV.10 PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA

Para completar el estudio del extracto etandlico de las hojas de Annona diversifolia Safford
como una posible alternativa de tratamiento para la DM2, se realizé una prueba de toxicidad
aguda. En la cual se busco establecer cuales son los efectos adversos producidos en
animales sanos a lo largo de dos semanas después de una unica administracién del EEAd,
asi como una posible alteracién sobre algunos 6rganos blanco importantes.

Para ello se administré el EEAd a las dosis de 30, 300 y 3000 mg/kg, y después de dos
semanas de observacion se extrajeron los 6rganos: higado, intestino, estdmago, rifiones y

bazo.

Tabla 10. Variacion del peso corporal de los ratones sanos en la prueba de toxicidad aguda,
tratados con EEAd a las diferentes dosis evaluadas.

Tratamiento Pesos (g) Pesos (g) Pesos (9)
semana 0 semana 1 semana 2
Control 19.3+1.0 19.3+1.0 20.0+0
EEAd 30 mg/kg 19.7+15 19.7+15 20.3+1.5
EEAd 300 mg/kg 19.0 + 1.1 18.0+25 19.7+ 2.0
EEAd 3000 mg/kg 18.3+2.0 --- ---

El grupo control fue tratado con 1 mL del vehiculo. Los resultados se muestran como promedio + DE, n= 6.

Analisis por ANOVA de 1 via.

Los ratones tratados con la dosis de 3000 mg/kg murieron horas después de la administracion del EEAd.
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Tabla 11. Variacion de peso de los 6rganos analizados de los ratones sanos tratados con
EEAd a dosis de 30 y 300 mg/kg, en prueba de toxicidad aguda.

Tratamiento Peso () Peso () Peso () Peso (g) Peso ()
higado intestino estomago rinones bazo

Control 1.2415 + 3.2573 + 0.4784 + 0.2985 + 0.14141 +
0.0286 0.2238 0.1441 0.0191 0.0120

EEAd 30 1.1641 + 2.8737 + 0.4008 + 0.3210 + 0.1477 +
mg/kg 0.1185 0.3705 0.0924 0.0345 0.0218
EEAd 300 1.2288 + 2.8094 + 0.4629 + 0.3428 + 0.1839
mg/kg 0.0889 0.2279 0.0553 0.0368 +0.0246

El grupo control fue tratado con 1 mL del vehiculo. Los resultados se muestran como promedio + DE, n= 6.
Analisis por ANOVA de 1 via.
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Grafica 11. Variacion de peso de los érganos analizados de los ratones sanos tratados con

EEAd a dosis de 30 y 300 mg/kg, en prueba de toxicidad aguda. Los resultados se muestran
como promedio + DE, n= 6. Analisis por ANOVA de 1 via.
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La dosis de 3000 mg/kg produjo una mortalidad del 100% de los animales tratados. En los
animales restantes, la administracion del EEAd no produjo variacion del peso corporal.

En la grafica 11 se observa que la administracion del EEAd a las dosis de 30 y 300 mg/kg no
afect6 el estado de los 6rganos extraidos.

Los efectos observados en el comportamiento de los ratones tratados con las dosis utilizadas
del EEAd fueron fatiga y somnolencia.

La realizacién de la prueba de toxicidad aguda en condiciones de ayuno, como lo establece
la OECD, permitié calcular la dosis letal media (DLso) del EEAd; que fue de 646.2 mg/kg, lo
que lo clasifica como un producto de toxicidad de nivel 4. Esta dosis fue cercana a la
obtenida en los animales con alimento, DTso= 606.0 mg/kg (ver IV.2), entrando en la misma
clasificacion; lo cual confirma que el uso de las hojas de la planta A. diversifolia Safford para

el control de la DM debe realizarse con precaucion.
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V. CONCLUSIONES:

e EI EEAd produjo un efecto hipoglucemiante en animales sanos.

e De acuerdo con los resultados, se sugiere que el EEAd produjo un efecto de
hormesis, siendo la dosis de 600 mg/kg la que presentd el maximo efecto
farmacoldgico.

o EI EEAd inhibio la absorcion de glucosa y la hidrolisis de sacarosa.

e EIl EEAd presentd un efecto antihiperglucemiante e hipoglucemiante en animales con
DM2.

e De las tres fracciones obtenidas del EEAd, solamente las fracciones de diclorometano
y acuosa residual presentaron actividad antidiabética.

e De los cinco compuestos aislados como mayoritarios en la FACRAd, uno de ellos fue
identificado como el flavonoide rutina.

e EI flavonoide rutina presentd un efecto antihiperglucemiante e hipoglucemiante,
ademas de inhibir la absorcion de glucosa; sin embargo, no inhibié la hidrélisis de
sacarosa en las condiciones experimentales empleadas.

e La dosis de rutina que produjo el mayor efecto antidiabético (100 mg/kg), no
disminuyd los niveles de glucemia a los valores que se obtuvieron con la dosis del
EEAd que produjo el mayor efecto (450 mg/kg). Indicando que la rutina no es
responsable en su totalidad del efecto causado por el EEAd.

e En la prueba de toxicidad aguda la DLso del EEAd fue de 646.2 mg/kg en animales
sanos; lo que lo clasifica como un producto de toxicidad de nivel 4 de acuerdo con la

OECD, indicando que su uso debe realizarse con mucha precaucion.
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