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1 INTRODUCCION

El uso de plantas con fines terapéuticos se remonta al principio de la historia de la
humanidad. El hombre recurria a la naturaleza en busca de su aliment6 y de su
salud. Por medio de aciertos y errores aprendid a conocer las plantas que lo
sanaban; este conocimiento se trasmiti6 de generacién en generacién y fue

incrementando con la experiencia. [

Hoy la medicina se vale de drogas sintéticas para aliviar diversas enfermedades.
Muchas de estas drogas son benéficas, pero también muchas por mal uso o
abuso, han perdido su eficacia y en incontables casos han provocado efectos

secundarios nocivos.

El conocimiento de las plantas medicinales y la medicina tradicional ha recuperado
un lugar importante en los paises desarrollados y, sobre todo, en los paises en
vias de desarrollo como una buena alternativa para la cura de enfermedades y
ante el uso de medicamentos convencionales u oficinales en la atencion primaria

de salud. @

En México las plantas medicinales constituyen uno de los principales recursos
terapéuticos tanto en el medio rural como suburbano, donde los servicios de
atencion médica son escasos, acentuandose en las poblaciones mas alejadas de

las cabeceras municipales y de los centros urbanos.

En el pais, los terapeutas tradicionales representan la unica alternativa médica
para mas de 40 millones de mexicanos que no tienen acceso a los diferentes
centros de salud. Los terapeutas tradicionales en México son los depositarios de
esta informacién y cuentan con la absoluta confianza de la poblacion, dado que
existe una intima relacion con los pacientes. Es innegable los siglos de uso
empirico que avalan en la mayoria de los casos, los recursos vegetales utilizados

como medicinales. P!




2 MARCO TEORICO

2.1 Plantas medicinales

La herbolaria es la practica terapéutica que utiliza plantas medicinales, ya que
estas aun constituyen el recurso mas conocido y accesible para gran parte de la
poblacién mexicana. La organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la
medicina tradicional como practicas, enfoques, conocimientos y creencias
sanitarias diversas que incorporan medicinas basadas en plantas, animales o de

origen microbiano. *

Siendo asi una planta medicinal cualquier especie vegetal que contenga en uno de
sus organos, o en toda la planta, los principios activos que se pueden utilizar con
fines terapéuticos o que se puedan usar como precursores para obtener nuevos

farmacos por sintesis parcial ©°!

2.1.2 Metabolismo de las plantas

El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que las moléculas
experimentan. Estas reacciones, en su conjunto, no constituyen soélo un fenédmeno
mas dentro de lo que puede caracterizar a un ser vivo, sino que son la condicion
necesaria y suficiente para que se pueda decir que esta vivo. De forma general el
metabolismo se divide en metabolismo primario y secundario, generando

metabolitos primarios y secundarios.

2.1.2.1 Metabolismo primario de las plantas

Los metabolitos primarios son aminoacidos, nucleotidos, azucares y lipidos,
presentes en todas las plantas y que desempenan las mismas funciones. La
mayor parte del carbono, nitrogeno y energia termina en moléculas comunes en

todas las células, donde son necesarios para su funcionamiento.

2.1.2.2 Metabolismo secundario de las plantas

Los metabolitos secundarios en plantas son compuestos de bajo peso molecular
que las plantas sintetizan destinando una cantidad significativa del carbono

asimilado y de energia para la formacion de una amplia variedad de moléculas




organicas que no parecen tener una funcion directa en los procesos fotosintéticos,
respiratorios, de asimilacion de nutrientes, transporte de solutos, sintesis de

proteinas carbohidratos o lipidos.

Difieren de los metabolitos primarios en que ciertos grupos presentan una
distribucion restringida en el reino vegetal, es decir, no todos los metabolitos
secundarios se encuentran en todos los grupos de plantas. Se sintetizan en
pequefias cantidades y no de forma generalizada, estando a menudo su
produccion restringida a un determinado género de plantas, a una familia, o

incluso a especies. ©

La quimica del metabolismo secundario es diferente de una planta a otra, pues
precursores quimicos comunes pueden conducir a resultados totalmente

diferentes. ["!

Algunos productos del metabolismo secundario tienen funciones ecolégicas
especificas, participando en los procesos de adaptacion de las plantas a su
ambiente, como es el establecimiento de la simbiosis con otros organismos vy
como atrayente o repelente de animales. Otros se identifican en los pigmentos que
proporcionan color a las flores o frutos, juegan un papel esencial en la
reproduccion, al atraer insectos polinizadores, a los animales que van a utilizar los
frutos como fuente de alimento para contribuir de esta forma a la dispersion de

semillas.

Otros compuestos tienen funcion protectora al ser consumidos por herbivoros,
actuan como repelentes, proporcionan a la planta sabores amargos, haciéndolas
indigestas o venenosas. También intervienen en los mecanismos de defensa de
las plantas frente a diferentes microorganismos patdégenos: actuan como
pesticidas naturales, incluso, una sintesis activa de metabolitos secundarios se
induce cuando las plantas son expuestas a condiciones adversas tales como

competencia por el espacio de suelo, luz o nutrientes. ©

Es importante destacar que también reciben la denominacion de productos

naturales y tienen un importante valor medicinal y econémico, derivado este ultimo




de su uso en la industria cosmética, alimentaria y farmacéutica. Un gran numero
de estos productos naturales que ya se usaban en la medicina antigua como

medicamentos, resinas, gomas, potenciadores de sabor, aromas, colorante, etc. [

Actualmente se conocen aproximadamente 20,000 estructuras de metabolitos
secundarios que por su composicidon quimica son clasificados en dos grupos
principales: nitrogenados y no nitrogenados. Los que tienen nitrogeno incluyen a
los alcaloides, aminoacidos no proteicos, aminas, glucésidos ciandgenos y
glucosinolatos. Los metabolitos secundarios no nitrogenados se dividen en

terpenoides, poli acetilenos, policetidos y fenilporpanoides.

La variedad estructural dentro de un mismo grupo de metabolitos secundarios se
da por modificaciones quimicas a una estructura basica, originadas por reacciones
quimicas, tales como la hidroxilacidn, metilacion, epoxidacion, malnilacion,
esterificacion y la glucosilacion. Esta variedad ocasiona perfiles metabdlicos
diferentes entre especies, entre los miembros de una poblacion y entre los

diferentes 6rganos de la planta, la cual es parte de su estrategia de adaptacion.

Los precursores de la biosintesis de metabolitos secundarios se derivan de rutas
de metabolismo primario, tales como la glucolisis, el ciclo de Krebs o la via del
Shikimato. Una sintesis constitutiva y especifica de metabolitos secundarios puede
existir para cada tipo de 6rgano, tejido o tipo celular. Existen también metabolitos
secundarios que se sintetizan en todos los érganos y tejidos de la planta, pero que

se almacenan en érganos o tejidos diferentes a los de su sintesis. !

2.1.3 Extractos de plantas

En general, se denomina extraccion solido-liquido al procedimiento consistente en
poner en contacto un sadlido triturado con un liquido en el que son solubles algunas

de las sustancias que lo componen.

Los extractos son fundamentales para aquellas plantas medicinales que no
contienen aceites esenciales, pero si otros compuestos activos con variadas
propiedades. También para plantas cuya pequefa concentracion de aceite

esencial ofrece un rendimiento muy bajo en la destilacion.




La extraccién de vegetales y plantas aromaticas o medicinales es una practica

comun a escala doméstica e industrial, existiendo gran cantidad de

procedimientos. "]

2.1.4 Principales métodos de extraccion.

Se realiza un proceso extractivo para obtener el extracto vegetal directamente a

partir de la planta. Hay varios métodos de extraccion (imagen 1).

Extraccion e Extraccion conjExtraccion con
o Destilacion .
mécanica gases disolventes
1
[ 1
Continua Discontinua
Percolacidn J— Soxhlet Maceracion g Digestion

Infusion [ Decoccion

Imagen 1 Métodos de extraccion

e Extraccion mecanica: Es una técnica que permite obtener los metabolitos
secundarios disueltos en los fluidos de la propia planta, los cuales una vez

extraidos se denominan jugo.

e Destilacion: Se basa en la diferente volatilidad de los componentes de la
droga, lo cual permite la separacion de componentes volatiles de otros que
son menos o0 nada volatiles. Se suelen hacer destilaciones por arrastre de
vapor o por hidrodestilaciones que facilitan la extraccion de principios
activos volatiles. La destilacion permite obtener, por ejemplo, las esencias
de las drogas. Es un método en el que se utiliza una fuente de calor, por lo

gue solo es aplicable a principios activos termoestables.




Extraccion con gases: Se usa presion y temperatura superior a la presion y
temperatura critica. Los gases que mas se utilizan son el didéxido de
carbono y el butano, la extraccién con gases es muy selectiva y es sencillo
eliminar el gas extractor, pero también es costosa y dificil de encontrar las

condiciones éptimas de presion y temperatura.

Disolventes: Consiste en poner en contacto la planta con un disolvente
capaz de solubilizar los principios activos. Estos principios deben pasar de
la planta al disolvente de manera que se obtenga un extracto liquido.
Posteriormente dicho extracto se puede encontrar eluyendo mayor o menor
cantidad de disolvente. La extraccién con disolventes es uno de los

métodos que mas se emplea.

Extraccion discontinua: Se sumerge la planta en el disolvente, por lo que la
totalidad de la planta esta en contacto con el disolvente utilizado para la
extraccion y la difusidon de los metabolitos secundarios se producira en

todas direcciones hasta alcanzar el equilibrio.
Se conocen diferentes métodos de extraccion discontinua:

1. Maceracion: consiste en poner en contacto la planta seca con el
disolvente utilizado para la extraccion a temperatura ambiente,
manteniendo todo en agitacién durante un tiempo determinado que
depende de las caracteristicas de la planta y de la naturaleza de los
principios activos. Se utiliza generalmente agua, glicerina o mezclas
hidroalcoholicas. A continuacién, se decanta obteniendo el extracto
liquido con los metabolitos secundarios y por otra un residuo de la
planta denominado marco. Para mejorar el rendimiento de la
extraccion es habitual volver a realizar otra extraccién con el marco.
La maceracion se utiliza cuando los metabolitos secundarios son
muy solubles y la estructura de la plana es muy permeable al

disolvente.




2. Digestion: Es un método extractivo en el que se trabajé a

temperaturas muy elevadas.

3. Infusién: se trabaja con un disolvente, generalmente agua, a
temperatura proxima a la ebullicion, en el que se introduce la planta
que se quiere extraer y a continuacion se deja enfriar el conjunto

hasta temperatura ambiente.

4. Decoccidn: Se pone en conjunto la planta con el disolvente y se lleva
a ebullicion, manteniendo dicha ebullicion durante 15 a 30 minutos,

una vez enfriado, se filtra y se exprime el residuo.

Para que se lleve a cabo correctamente la extraccion con disolventes se debe

tener en cuenta diversos factores como:

Caracteristicas de la planta: se debe trabajar con plantas desecadas y con
un grado de divisién adecuado para facilitar el maximo contacto entre los

metabolitos secundarios y el disolvente.

Naturaleza del disolvente: Principalmente se utilizan en las extracciones de
agua o mezcla hidroalcoholicas en porciones variables. También es posible
utilizar otros disolventes organicos como acetona o éter etilico. El agua es
un buen disolvente de muchos metabolitos secundarios de las plantas, pero

por esta misma razén resulta generalmente poco selectivo.

Temperatura: el aumento de la temperatura favorece la extraccion de los
metabolitos secundarios porque aumenta la solubilidad, pero a su vez,
puede favorecer la degradacion de dichos metabolitos secundarios, por ello

es necesario controlarla.

2.1.5 Principio activo en plantas

Son moléculas que, producidas por el metabolismo de un organismo vegetal, se

encuentran dotadas de una actividad farmacolégica puntual y que genera en el

organismo modificaciones en una o mas de sus células, y que pueden ser

empleadas en la terapéutica.




Depende de la ruta metabdlica la obtencion de una sustancia simple o compleja.

La investigacion cientifica ha permitido descubrir una variedad de principios
activos, de los cuales los mas importantes desde el punto de vista de la salud, son
los aceites esenciales, los alcaloides, los glucésidos, los mucilagos, las gomas y
los taninos. Estos principios activos poseen estructuras quimicas que los

diferencian unos de otros. '

2.1.6 Farmacognosia

La farmacognosia estudia los principios activos de origen natural que puede
poseer un potencial terapéutico o aplicacion en la industria. Por lo tanto, son de
importancia para el desarrollo de la industria farmacéutica con repercusiones en
las ciencias médicas. Ademas, los estudios derivados de esta ciencia también
tienen relevancia en el progreso de la industria alimenticia, cosmética, textil, entre

otras. 213

La palabra farmacognosia etimologicamente significa “conocimiento de los
farmacos”. Proviene del griego Pharmakon que significa remedio y gnosis que
quiere decir conocimiento. El termino farmacognosia como tal, fue utilizado por
primera vez en 1815 por Seydler en su publicacién titulada Nalecta
Pharmacognosia. En esta obra definio a la farmacognosia como una ciencia
enfocada al estudio del conocimiento de las drogas medicinales. Actualmente se
tiene un sentido mas amplio de esta ciencia, siendo la encargada de estudiar la
historia, el cultivo, la recoleccion, preparacién, preservacion, comercializacion,
distribucion, identificacion y evaluacion de los componentes quimicos de estudio y
del uso tradicional de estos compuestos quimicos o sus derivados y proporciona
los elementos necesarios para determinar su actividad farmacoldgica y mejorar la

salud y el bienestar del ser humano y otros animales. [+

La farmacognosia no solo se enfoca al estudio de sustancias con efectos
terapéuticos, sino también de moléculas que sirvan como modelo estructural para
la sintesis de nuevos compuestos mas potentes; asi como de materias primas

para los procesos de hemisintesis y obtener sustancias activas como hormonas




esteroideas, anestésicos locales y antibidticos; ademas de enfocarse también a la
busqueda de sustancias naturales que pueden ser aplicadas en la industria en

general. ['°]

2.1.7 Familia Asteraceae

Esta familia también llamada Compositae es reconocida como la familia con mayor

riqueza y diversidad biologica.

La familia Asteraceae se divide en 13 tribus y es una de las mas diversas y
ampliamente distribuida de las angiospermas debido a su plasticidad genética, a
su capacidad de distribucién y a su capacidad para adaptarse a diferentes
condiciones ecoldgicas. También, se considera que su plasticidad quimica ha
desempefiada un papel preponderante en su diversificacion debido a la presencia
de metabolitos secundarios que han sido usados como mecanismo de defensa

contra depredadores y/o competidores. "]

2.1.7.1 Montanoa tomentosa (Zoapatle)

El estudio cientifico de las plantas medicinales en México, se inicié a finales del
siglo pasado, en el entonces instituto médico nacional. ["® Entre las plantas
estudiadas se encuentra el Zoapatle, empleada en decocciones acuosas para

facilitar las labores del parto y probablemente evitar la concepcion. [

Su nombre proviene de la palabra nahuatl “cihiapatli” (cihutl-mujer y patli-
medicina). Se conoce comunmente como achina, guapijo, hierba de la parida,
hierva de la mujer y too. ?% Su nombre cientifico fue designado en alusién a Luis
Montafia, medico mexicano que dedico y baso parte de su investigacion en el

estudio de los efectos de plantas que facilitan el parto. 2"




Desde el punto de vista taxondmico es una planta compuesta perteneciente al
geénero Montanoa que incluye 25 especies y 6 subespecies, 21 de las cuales se
pueden encontrar en la republica mexicana. Es un arbusto de unos tres metros de
altura, muy ramificado, con hojas opuestas y sus flores varian en tonos que van

del blanco al amarillo, dependiendo de la especie. [22]

Imagen 2 Montanoa tomentosa'®”!

Reino: Plantas Localizacién: Areas cercanas al valle de
México, en bosqQues espinosos vy
Divisién: Magnoliophyta, . .
desiertos. A la orilla de brechas y
Clase: Magnoliopsida, arroyos.
Familia: Asteraceae Tipos de climas: Aridos a semidridos a

1900 a 2200 m,5.n.m

Tribu: Heliantheae

Tipo de planta: Arbusto muy ramificado.

Género: Montanoa
Forma de hojas: Acorazonadas vy

Especie: Tomentosa
opuesias.

Subespecie: tomentosa Altura-1a3m

Tabla 1 Clasificacién botanica del Zoapatle®**

Las especies de Montanoa se localizan exclusivamente en el continente
americano e islas adyacentes, en México se encuentran distribuidas

principalmente en el area comprendida de Durango, Nuevo Leodn, Chiapas, San
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Luis Potosi, Sinaloa, Guerrero, Michoacan, Guanajuato, Queretano, Hidalgo,

Veracruz, Estado de México y Oaxaca.

Hoy en dia en los mercados de plantas medicinales se venden como Zoapatle
varias especies de Montanoa como la M. tomentosa, M fructescens y M,

floribunda.

El Zoapatle es una planta utilizada en forma de extracto acuoso (en forma de té,
hirviendo las hojas de la planta de 10 a 20 minutos) desde hace mas 500 afios con
fines curativos. El uso medicinal que daban a esta planta los Mexicas era para
aliviar los padecimientos de la mujer al término del embarazo, induciendo la labor
de parto al incrementar las contracciones uterinas y también para disminuir el

tiempo de cuarentena postparto. #>%°!

El género Montanoa es una fuente rica de compuestos de naturaleza diterpénica
sobre todo derivados del ent-kaureno con propiedades farmacolégicas probadas
que van desde relajantes del musculo liso, antimicrobianas y anticancerigenas.
Dada la naturaleza aromatica de esta planta y su composicion de volatiles como el
alfa pineno y el valenceno que es precursor de la notkatona, el aceite esencial de
la planta podria ser utilizado en la industria cosmética. En la industria farmacéutica
los fenilpropanoides como la isoquercitrina y la nicotiflorina también son
cuantiosos y valuados por su potente efecto antioxidante. Las agliconas
triterpénicas tipo lupelos también encontradas en el género han mostrado un
posible empleo en el tratamiento de la obesidad, dado que algunos de estos tienen

efecto inhibitorio de enzimas lipoliticas. "

Se han aislados mas de 40 compuestos quimicos de la Montanoa Tomentosa
subs. Tomentosa y especies afines. De todos estos compuestos quimicos sélo se
ha probado la accion farmacoldgica de algunos, entre los cuales se encuentran: el
Montanol, Zoapatanol, Tometol, Tomexantina, acido kauradienoico y acido

kaurenoico. 7
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El extracto acuoso de la planta presento mayor potencia farmacolégica para
producir actividad uteroténica que los extractos organicos (cloroformo, alcohol,

etc.) %8

Ademas, en su composicion también se encuentran presentes varios tipos de
lactonas sesquiterpenicas contenidas en las hojas de las plantas, a las cuales se

le atribuye un posible efecto citotdxico. >

2.1.8 Lactonas sesquiterpenicas

Las lactonas sesquiterpenicas constituyen un grupo de terpenoides C 15 con un
anillo lacténico, son constituyentes caracteristicas de plantas de la familia
Compositae, aunque se han encontrado en otras pocas plantas de familias como
Magnoliaceae, Umbelifereae y Lauraceae. *® Sin embargo, el mayor nimero de
lactonas publicadas son aisladas de las plantas pertenecientes a la familia
Asteraceae. Las concentraciones de lactonas sesquiterpenicas pueden variar
entre el 0.01 y el 8% del peso, y se les encuentra generalmente en hojas y partes
floridas. ® Mayoritariamente se encuentran sesquiterpenoides con esqueleto de
germacrano, eudesmano y guayano. Para varios sesquiterpenos se han descrito
distintas actividades biologicas tales como antiinflamatoria, antibacteriana,

antifingica y citotoxica. "

/
germacrano eudesmano guayano

Imagen 3Esqueletos de sesquiterpenoides ©°"

Algunos ensayos demuestran que los extractos de la familia Asteraceae, asi como
también, las lactonas purificadas poseen propiedades antiinflamatorias. Los
macrofagos desempefian una funciéon central en la regulaciéon de la respuesta

inmune, asi como también en la reparacion tisular. En respuesta al lipopolisacarido
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(LPS), los macrofagos secretan citocinas pro inflamatorias y radicales libres o

especies reactivas de oxigenos (ROS), tales como, aniones superoxido.

Se ha sugerido que el estrés oxidativo causado por ROS, es uno de los principales

efectos dafiinos por el LPS. "
2.2 Modelo experimental

2.2.1 Animales de laboratorio

El Animal de laboratorio es cualquier especie animal que se mantiene bajo

condiciones determinadas y se utiliza con fines cientificos.

El reactivo biologico es un animal estandarizado, lo que significa que tiene una
composicién genético-sanitaria definida, son criados y mantenidos en ambientes
controlados que cumplen con los requerimientos especificos para cada especie,
los cuales garantizan, ademas el bienestar animal. El estado sanitario de los
animales de laboratorio esta determinado por un complejo multifactorial en el que
interactuan: ademas de la biologia del animal, y el perfil genético, las condiciones
ambientales del alojamiento, asi como las practicas y manejo al que son

sometidos estos animales y sus insumos. 2!

2.2.2 Modelos y caracteristicas

Dentro de los modelos de experimentacién sin duda, el ratdn es el mas conocido y
utilizado en la mayor parte de las experiencias in vivo de biologia y medicina, es
en general el modelo elegido para conocer la reaccion de un organismo mamifero
frente a una agresion, una intoxicacién o una infeccidn experimental (parasitaria,
bacteriana o virica); reacciones o trastornos inmunolégicos, oncologia, teratologia
y embriologia. Muchos investigadores consideran al ratobn como un modelo animal
casi perfecto porque ademas de su corto tiempo generacional, alta tasa
reproductiva y facil mantenimiento, son los animales mas sofisticados que pueden
ser utilizados por los investigadores. La Rata ocupa el segundo lugar, es utilizada
ademas en investigaciones nutricionales, comportamentales y endocrinologicas. El

conejo es utilizado fundamentalmente en la produccién de antisueros;

13




farmacologia; toxicologia; teratogenicidad y reproduccion. Los cobayos son
modelos de estudios inmunoldgicos, farmacologicos y nutricionales. El Hamster se

utiliza fundamentalmente en la reproduccién, citogénesis e inmunologia. *?

Para el disefio del experimento se determinar las siguientes especificaciones:

e Seleccionar el modelo animal adecuado, el cual depende de la especie,
cepa y de la calidad del animal.

e Justificar el numero de animales seleccionados, no debera superar el
minimo necesario para asegurar la confiabilidad de los resultados.

e La seleccién del indculo: dosis, via y frecuencia. [*2

Ademas, la FDA considera los siguientes puntos para un modelo animal:
e Los animales son sistemas biolégicos complejos que tendran variacion
animal individual
e Los estudios deben ser reproducibles.
e Utilizar instrumentos y procedimientos estandarizados.
e Las técnicas o métodos deben ser lo suficientemente sensible como para
hacer comparaciones en los estudios y entre las especies.

Resultados comparables si el estudio se vuelve a llevar a cabo. B3

223 Raton de laboratorio

El ratdén de laboratorio es un roedor cuyo ancestro es el ratdbn comun o casero.

Los ratones CD1 son de origen suizo descendientes de ratones albinos. Fueron
importados del Instituto Rockefeller en 1926 desde lausanne Suiza. A partir de
1948 fueron establecidos en el Instituto para la investigacién de cancer (ICR) en
Filadelfia.
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El ratébn CD1 pertenece a un grupo de ratones denominados no consanguineos.
Su popularidad se debe a que son mucho mas baratos que las lineas
consanguineas, buenos reproductores, pequefos, de facil manejo y alimentacion;
un ciclo de vida corto. Pueden utilizarse en pruebas toxicoldgicas, drogas de
abuso, oncologia, nutricion, vacunas, bacteriologia, reproduccién y embriologia,

neurologia etc. *¥

Clase Mamifera |

Orden Rodentia

Suborden | Miomorfa |

R Familia Muridae

Subfamilia | Murinae

Género Mus

Especie musculus

Tabla 11 Taxonomia del ratén de laboratorio *¥

2.3 Estudio de toxicidad

2.3.1 Toxicologia y farmacologia

La farmacologia se define como el estudio de sustancias o farmacos que
interactuan con sistemas vivientes por medio de procesos quimicos, en especial
cuando se unen con moléculas reguladoras, y activan o inhiben procesos
corporales normales. Mientras que la toxicologia es la rama de la farmacologia
que estudia los efectos indeseables de las sustancias quimica en los sistemas

vivos. 6!

La toxicologia se basa fundamentalmente en conocimientos quimicos y biolégicos,
tratando de encontrar explicaciones detalladas de los efectos téxicos. Uno de los
conceptos fundamentales de la toxicologia es que solo la dosis determina la
toxicidad, como observo Paracelso “todas las sustancias son venenosas, no hay
ninguna que no sea venenosa. La dosis es lo que diferencia el veneno del

remedio” 738
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De modo genérico se puede definir la toxicidad de una sustancia como su
capacidad de producir efectos nocivos a un organismo vivo. De este modo habra
sustancias altamente toxicas que produciran efectos nocivos a bajas dosis y
sustancias débilmente toxicas que produciran efectos nocivos a altas dosis. Por lo
tanto, la toxicidad de cualquier sustancia, debe considerarse siempre en relacién a
la dosis, no hay grupo de sustancia toxicas y otras de sustancias no toxicas, sino

inicamente diferencias en el grado de toxicidad. >

Los principios activos de las plantas no siempre son benéficos, ya que pueden
contener sustancias nocivas que ocasionan trastornos al ser humano, los cuales

van desde irritaciones y comezon, hasta vomitos, diarreas e incluso la muerte.

Se les llama plantas toxicas a aquellas que contienen alguna sustancia quimica
capaz de producir algun tipo de trastorno al bienestar del humano. Debido a que
se ha observado que algunas plantas de uso comun en las poblaciones son
plantas toxicas, es importante un conocimiento cientifico y no s6lo empirico de

cuales son y sus efectos secundarios. %!

2.3.1.1 Toxicidad aguda

La toxicidad aguda de una sustancia se define como “los efectos tdxicos adversos
que aparecen en un periodo corto después de la administracion de una dosis

unica o de multiples dosis repetidas en un intervalo de 24 horas”

La evaluacién de la toxicidad aguda se efectua administrando la sustancia o las
sustancias problemas una sélo vez, con el fin de establecer la dosis que provoca

la muerte del 50% de los animales o causa un efecto no deseado. %

La toxicidad aguda de una sustancia se expresa como lo mg/kg de peso corporal
(p.c) necesarias para matar al 50% de la poblaciéon de animales de estudio, lo cual
ha sido definido como la dosis letal media (DLsp). La eleccion de este porcentaje
de mortalidad se basa en el hecho de que el animal como sistema de ensayo se
caracteriza ante todo por su variabilidad. Ademas, es necesario indicar que en la
parte media del trazado de la respuesta “dosis-efecto”, el 50% es en donde a la

menor variacion de la dosis se presenta una mayor variaciéon en el efecto. Por esta
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razon, la llamada dosis letal media puede determinarse con mayor precision, por lo
que se adopta este valor como el mas representativo para expresar la toxicidad

aguda de una sustancia. 1414l

Categoria DL50 (dosis unica)

Super téxico 5 mg/kg de peso

Extremadamente téxico 5-50 mg/kg de peso

Altamente toxico 50-500 mg/kg de peso

Moderadamente téxico 0.5-5 g/Kg de peso

Ligeramente téxico 5-15 g/Kg de peso

Practicamente no téxico >15 g/Kg de peso

Tabla 10 Clasificacion de productos toxicos por via oral*”

2.3.1.2 Toxicidad subaguda

La toxicidad subaguda o subcrénica es el conjunto de efectos observados después
de una administracion continua, repetida o frecuente de una o varias dosis de la
sustancia estudiada en un periodo alrededor del 10% del ciclo de vida del animal
de experimentacién. Las especies elegidas son generalmente ratas o ratones,

pero también se utilizan otros animales como el perro o el mono.

La duracién de los estudios no excede 90 dias, por lo general tiene una duracion
de 14 dias. La dosis suele seleccionarse con base a la informacion obtenida de los
estudios de toxicidad aguda. Por otro lado, en este tipo de estudio, ademas de los
animales de experimentacion, se ocupan animales control, los cuales no reciben
tratamiento quimico de prueba, sino que unicamente se les proporciona el

vehiculo o excipiente en el cual se encuentra la sustancia a estudiar.

Su principal objetivo es determinar los posibles efectos acumulativos en los tejidos

y sistemas metabdlicos, proporcionando:

e Informacién sobre los efectos toxicos principales de una sustancia y los

organos diana implicados.
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e Indicaciones sobre la reversibilidad o irreversibilidad de los efectos,

precisando si estos son acumulativos o retardados.

e Orientacion para la eleccion de dosis que puedan utilizarse para los

estudios a largo plazo o término.

Entras las observaciones a realizar, para evidenciar los efectos toxicos potenciales

de la sustancia en cuestion, se encuentran:

e Observaciones clinicas: incluyen los aspectos, la conducta o

comportamiento y cualquier anormalidad.

e Peso corporal y consumo de alimento: estos aspectos deben determinarse
en base semanaria. La pérdida de peso corporal es un indice simple,
aunque un indicador util. Ademas, una disminuciéon marcada en el consumo
de alimentos puede inducir efectos que Ilimiten o empeoren las

manifestaciones toxicas del producto quimico,

e Examen hematoldgico: suelen incluir el hematocrito, la hemoglobina, la

cuenta de eritrocitos y la cuenta de leucocitos diferenciales.

En circunstancias especiales se hacen pruebas de funcionamiento hepatico, renal
y gastrointestinal, asi como mediciones de la presion sanguinea y de la
temperatura corporal. Al terminar el experimento en todos los animales se les
practica una autopsia, prestando atencion a los cambios patoldgicos
macroscopicos, incluyendo los cambios de peso de los dérganos principales vy

glandulas. #3444

2.3.1.3 Toxicidad crénica

Es un estudio de similar forma a la exposicion subcrénica, la diferencia radica en
que el estudio se prolonga de 6 meses hasta 2 afios, si el estudio lo requiere, la
seleccién de la dosis es critica en este tipo de estudios ya que se puede llegar a
incluir caracteristicas carcinogénicas del compuesto. La verdadera finalidad del
estudio es encontrar toxicidad progresiva debido a que la sustancia téxica se

acumula dentro del animal. (4!
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2.3.2 Perfil renal
2.3.2.1 RiA6n

Los rifilones son un par de 6rganos encapsulados, la sangre se filtra en los rifiones
para retirar desperdicios, en particular la urea y los compuestos nitrogenados. La
unidad anatomia de la funciéon renal corresponde a la nefrona, una estructura
consistente en una madeja de capilares denominada glomérulo, el sitio en el cual

la sangre se filtra, y un tGbulo renal desde el cual se reabsorbe agua. [*°!

2.3.2.1.1 Urea

El compuesto nitrogenado no proteico presente en concentraciones mas altas en
la sangre es la urea. Se sintetiza en el higado formado de CO,y el amoniaco que
proviene de la desaminacion de aminoacidos en las reacciones del ciclo de la urea
esta ultima es el producto excretorio principal del metabolismo de proteinas.
Después de la sintesis en el higado, la urea es llevada en la sangre hacia el rifidn,
donde se filtra facil desde el plasma por el glomérulo. La mayor parte de la urea en
el filtrado glomerular se reabsorbe por difusion pasiva durante el paso del filtrado
por lo tubulos renales. La cantidad reabsorbida depende del flujo de orina y el

grado de deshidratacion. "

2.3.2.1.2 Creatinina/Creatina

La creatina se sintetiza sobre todo en el higado a partir de arginina, glicina y
metionina. Luego, es transportada a otro tejido, como el musculo, donde se
convierte en fosfato de creatina, que sirve como una fuente de alta energia. El
fosfato de creatina pierde acido fosforico, y la creatina pierde agua para forma

creatinina, que pasa hacia el plasma.
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Imagen 4 Interconversion de creatina, fosfato de creatina y creatinina 7

La creatinina se libera hacia la circulacion a una tasa relativamente constante, que
se ha demostrado es proporcional a la masa muscular individual, se elimina de la
circulacién por filtracidn glomerular y se excreta en la orina, el tubulo proximal
secreta cantidades adicionales de creatinina, los tubulos renales pueden

reabsorber también cantidades pequefias. "

2.3.2.1.3 Acido urico

En los primates superiores, como humanos y simios, el acido urico es el producto
de descomposicion final del metabolismo de la purina. La mayor parte de los
mamiferos tienen la capacidad para catabolizar purinas a alantoina, un producto

final mas soluble en agua.
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Imagen 5 Conversién de &cido urico a alantoina "
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Las purinas, como la adenosina y la guanina de la descomposicién de acidos
nucleicos ingeridos o de la destruccion de tejido, son convertidas en acido urico,
sobre todo en el higado. El acido urico es transportado en el plasma del higado a

los rifiones, donde se filtra a través del glomérulo. [*”!

2.3.2.1.4 BUN-Nitrogeno ureico en sangre

El BUN es una medida indirecta y general de la funcién renal y la tasa de filtracion
glomerular (si la funcion hepatica es normal), también es una determinacion de la
funcién hepatica, el BUN cuantifica la cantidad de nitrégeno ureico en sangre. Casi
todas las enfermedades renales inducen una excrecién inadecuada de urea, de tal

modo que la concentracion sérica rebasa el parametro normal. 41
2.3.3 Peffil hepatico

2.3.3.1 Higado

El higado es el mayor 6érgano del cuerpo y uno de los 6rganos mas importantes en
cuanto a la actividad metabdlica que desarrolla. Dentro de sus funciones destacan:
el almacenamiento de glucdgeno, sintesis de &acidos grasos, conversion de
cetonas, formacion de lipoproteina, colesterol y fosfolipidos, ademas sintesis de
proteinas plasmaticas, conversiéon y desaminacion de aminoacidos y formacion de
urea; detodxificacion de sustancias enddgenas como la bilirrubina, bacterias,

subproductos y sustancias exégenas como farmacos. 2!

2.3.3.1.1 Transaminasas

Dentro de las pruebas que informan de lesién hepatocelular o citolisis destacan las
transaminasas o aminotrasferasas. Estas representan enzimas del metabolismo
intermedio, que catalizan la trasferencia de grupos amino del acido aspartico a
alanina al acido acetoglutarico, formando acido oxalacético y acido piruvico. En el
higado se producen multiples reacciones de transaminacion, pero las unicas con
valor clinico es la aspartato-aminotrasnferasa o] transaminasa
glutamicooxalacetica (AST o TGO) y la alanino-aminotransferasa o transamiansa
glutamico-piruvica (ALT o TGP)
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La ALT es mas especifica de dafo hepatico que la AST, debido a que la primera
se encuentra casi exclusivamente en el citoplasma del hepatocito, mientras que la
AST, ademas del citoplasma y mitocondria, se encuentra en el corazén, musculo

esquelético, rinones, cerebro, pancreas, pulmon, eritrocito y leucocitos. [49]

2.3.3.1.2 AST

La AST es una enzima bilobular, se encuentra distribuida en el citoplasma y en las
mitocondrias de las células, junto a la ALT cumple un rol diagnéstico y de
monitoreo de enfermedades con dafio hepatocelular y muscular. Un aumento
simultdneo de ambas concluye en un proceso de necrosis hepatocelular de
cualquier indole. Debido a la localizacién intracelular de las transaminasas es que
se puede inferir que ante un aumento significativo de ALT sobre AST hay un dano
celular difuso con ruptura de membranas celulares y compromiso citoplasmatico,
un aumento de AST frente a ALT el compromiso necrotico es mas profuso y
severo. La magnitud del aumento de ambas se correlaciona con la cantidad de
células involucradas. El indice de Rittis (AST/ALT) es menor de 1 cuando el dafo
es leve, en el caso de hepatitis viral aunado a la menor vida media de la AST con
respecto a la ALT. Cuando supera a 1y particularmente 2, la necrosis celular es

profunda tal el caso de hepatitis alcohdlicas o hepatitis cronicas. *°!

2.3.3.1.3 ALT

La alanina-aminotransferasa es una enzima unilocula (citoplasmatica) cuya mayor
actividad se localiza en el parénquima del tejido hepatico. En mucha menor
proporcion, se encuentra actividad de ALT en musculo, corazon, riindn, pancreas y
eritrocitos. En la medida que se encuentren elevadas especialmente la ALT se
debe inferir que el dafio persiste. Los mayores aumentos de actividad ALT en
suero se producen como consecuencia de alteraciones hepaticas. La ALT tiene

una sensibilidad clinica del 83% y una especificidad clinica del 84% 9!
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2.4 Antimicrobianos

El uso de los agentes antimicrobianos en la terapéutica de las enfermedades
infecciosas, ha constituido un acontecimiento sin precedentes, porque la curacion

y control de las infecciones permiti6 modificar favorablemente el panorama de la

morbilidad y la mortalidad.

Un agente antimicrobiano es cualquier sustancia natural o sintética con la
habilidad de inhibir o destruir a un microorganismo, por lo cual incluye tanto

antibiéticos como antisépticos. !

2.4.1 Antisépticos y desinfectantes

El término antiséptico debe aplicarse a los procedimientos y/o sustancias que
actuan sobre los microorganismos que viven sobre los seres vivos, inhiben su

actividad y crecimiento, llegando en algunos casos a su destruccion.

El término desinfectantes se reserva a productos que actuan sobre espacios y

materiales no vivos. P!

2.4.2 Cualidades de los antisépticos

Para indicar que una sustancia es un buen antiséptico debe contar con las

siguientes cualidades:
¢ No deben ser neutralizados por los liquidos o fluidos bioldgicos.

e Deben actuar sobre los microorganismos respetando la integridad de la piel

o sustrato sobre el que actuan
¢ No deben ser téxicos o serlo en proporcion aceptable.
e Deben actuar sobre el mayor numero de gérmenes patégenos.

e Su accion debe ser lo mas rapida posible, asi como la duraciéon de su

efecto.

¢ No deben causar molestia en su aplicacion.
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e Deben ser de facil almacenaje y utilizacion.

e Deben carecer de efectos ecoldgico nocivos.

Método

Concentracion (grado de actividad)

Calor

Calor humedo

75-100 °C durante 30 min. (alto)

Liquidos

Glutaraldehido

2-3.5% (alto)

Peroxido de hidrégeno

3-25% (alto)

Formaldehido

3-8% (alto/intermedio)

Dioxido de cloro

Variable (alto)

Acido peracético

Variable (alto)

Compuestos de cloro

100-1000ppm de cloro libre (ato)

Alcohol (etilico, isopropilico)

70-95% (intermedio)

Fenoles

0.4-5% (intermedio/bajo)

Compuestos yodados

30-50 ppm de yodo libre/L (intermedio)

Compuestos de amonio
cuaternario

0.4-1.6% (bajo)

Tabla 2 Métodos de desinfeccion™®”

El isopropilico es mas activo que el etilico, y este ultimo mas eficaz con 70° que
con 90°. Por lo cual su efectividad es mayor conforme aumenta la longitud de la

cadena. No obstante, los alcoholes no son activos contra las esporas bacterianas

2.4.2.1 Alcoholes

y su actividad es débil frente a algunos hongos y virus lipidicos.
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2.4.2.2 Agentes oxidantes

Ejemplos de estos agentes son el acido peracético, el ozono y el perdxido de
hidrogeno. A una concentracién de un 3 a 6% el peroxido de hidrégeno destruye
de manera eficaz la mayor parte de las bacterias; a concentraciones mas altas

(10-25%) provoca la destruccion de todos los microorganismos, incluidas esporas.
2.4.2.3 Halégenos

Los compuestos como el yodo o cloro, se utilizan ampliamente como
desinfectantes. Los compuestos de yodo son los halégenos mas eficaces de que
se dispone para la desinfeccion. El yodo es un elemento muy reactivo que
precipita proteinas y oxida enzimas. Es microbicida practicamente contra todas las

bacterias, incluyendo esporas y micobacterias.

2.4.2.4 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se utilizan raras veces como desinfectantes. Sin

embargo, tienen interés histoérico porque se utilizaron como método de referencia.

2.4.2.5 Compuestos de amonio cuaternario

Estan formados por cuatro grupos organicos unidos covalentemente al nitrégeno.
La actividad germicida esta determinada por la naturaleza de los grupos
organicos, con grupos de 8 a 18 atomos se observa mayor actividad. Entre los

ejemplos se encuentra el cloruro de benzalconio y el cloruro de cetilpridinio. !
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Producto Bacterias | Micobacterias | Esporas | Hongos | Virus
Alcohol + + - + +/-
Peroxido de hidrégeno + + +/- + +
Formaldehido + + + ¥ +
Fenoles + + - + +/-
Cloro + + +/- + +
Yodos + +/- - + +
Glutaraldehido + + + + +
Amonio +/- - - +/- +/-

Tabla 3 Propiedades de desinfectantes y antisépticos °”

2.4.2.6 Derivados mercuriales

Son bacteriostaticos. Se utilizan en la asepsia de la piel, si bien su uso es cada dia
mas restringido por el peligro de absorcion y acumulacion en el organismo, y por
sus efectos negativos ecoldgicos. Las dos formas mas frecuentes son el

mercurocromo y el mertiolathe al 2%. 2

2.4.3 Antibidticos

Un antibidtico es una sustancia quimica de origen natural, semisintetica o sintético
que tiene la capacidad de matar o inhibir el crecimiento de un microorganismo ya
sea bacteria, hongo o protozoario. Son nombrados bacteriostaticos si tienen la
capacidad de inhibir el crecimiento de los microorganismos o bactericidas si los
destruyen. Normalmente los antibidticos son clasificados de acuerdo al

mecanismo por el cual acttian sobre los microorganismos. **!
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Inhibidores
del metabolismo del folato

Imagen 6 Sitios basicos de la actividad de los antibiéticos

53]

Mecanismo de acciéon

Ejemplos

Inhibicién de la sintesis de la pared celular

Penicilinas, Cefalosporinas, vancomicina,
bacitracina, oxacilina, nafcilina.

Dafio a la membrana plasmatica

Polimixina, nistatina, anfotericina B

Inhibicién de la sintesis de proteinas

Aminoglucosidos, cloranfenicol, eritromicina,
tetraciclina

Inhibicién de la sintesis de acidos nucleicos

Rifamicina, actinomicina D, acido nalidixico,
ciprofloxacina, norfloxacina.

Anti metabolitos

Trimetroprim, sulfamidas.

Inhibidores de betalactamasas

Sulbactam, clavulanato, tazabactam

Antifimicos

Etambutol, pirazinamida, isoniazida, estreptomicina,

rifampicina.

Tabla 4. Mecanismo de accién de antibidticos y ejemplos.

[54]
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2.4.3.1 Antibitdticos que inhiben la sintesis de la pared celular

Actuan a distintos niveles de la biosintesis del peptidoglucano, capa esencial para
la supervivencia de las bacterias, el dafio se produce por la pérdida de la rigidez
de la célula bacteriana que puede causarle la muerte; por lo tanto, son
considerados como agentes bactericidas. La sintesis del peptidoglucano se lleva a
cabo en tres etapas y los distintos antimicrobianos pueden afectar cada una de

ellas. Los representantes de este grupo son las penicilinas y cefalosporinas.

2.4.3.2 Antibidticos que dafian la membrana citoplasmica

Numerosos agentes catiénicos y anidnicos pueden causar la desorganizacion de
la membrana. Dentro de los antibi6ticos que actuan a este nivel, esta la polimixina
B y la colistina (polimixina E), inhibidores de bacterias Gram negativas que tienen
lipidos de carga negativa en su superficie. Su accion es desorganizar la
permeabilidad de la membrana ocasionando la salida de cationes de la célula
bacteriana. Las polimixinas no son de uso sistémico, pues pueden unirse a varios
ligandos de células del tejido corporal y son toxicas para el aparato renal y sistema
nervioso. Otro antibiético que actua en la membrana es la gramicidina, la cual
produce desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa y la formacion de poros por

donde puede haber pérdida del contenido citoplasmatico de la bacteria.

2.4.3.3 Antibidticos que inhiben la sintesis de acidos nucleicos

Muchos agentes antimicrobianos pueden interferir a diferentes niveles en la
sintesis de los acidos nucleicos. Pueden inhibir la sintesis de nucledtidos o causar
una interconversion de nucleétidos, pueden interferir con polimerasas involucradas
en la replicacion y transcripcion del ADN. Un grupo numeroso de agentes
interfieren con la sintesis de purinas y pirimidinas dando lugar a interconversion de
nucledtidos o actuando como analogos de nucledtidos e incorporarse a la cadena
de polinucledtidos.

La rifampicina inhibe la actividad de la RNA polimerasa bacteriana dependiente de

DNA, uniéndose en forma no covalente pero muy firme a esta enzima. La RNA
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polimerasa es una enzima cuyas cadenas polipeptidicas se unen a un factor que
confiere especificidad para el reconocimiento de los sitios promotores precisos
requeridos para iniciar la transcripcion del DNA. La rifampicina se une a
subunidades de la RNA polimerasa e interfiere especificamente con la iniciaciéon

del proceso, pero no tiene efecto después de que la polimerizacion se ha iniciado.

La inhibicion de la replicacion del DNA puede provocarse por antimicrobianos que
inhiben la actividad de la DNA girasa, involucrada en el rompimiento y reunion de
tiras de DNA. La girasa esta constituida por dos componentes, A y B. El acido
nalidixico, una quinolona, se une al componente A de la DNA girasa e inhibe su
accioén. El acido nalidixico tiene accidén antimicrobiana soélo contra especies Gram
negativas, aunque recientemente se ha sintetizado un derivado carboxil fluorinado
que inhibe bacterias Gram positivas. La subunidad B de la DNA girasa puede ser
inhibida por agentes como la novobiocina, un antibiético de uso restringido debido

a su toxicidad.

2.4.3.4 Antibidticos que inhiben la funcién ribosomal

Los ribosomas 70S bacterianos estan constituidos por dos subunidades
designadas como subunidad 30S y subunidad 50S. Estas subunidades
constituyen el sitio de accién de agentes antimicrobianos, localizandose en ellas
proteinas especificas a las cuales se unen las drogas. Los aminoglucdsidos
(estreptomicina, neomicina, kanamicina, amikacina, tobramicina, gentamicina,
espectinomicina, paromomicina), son azucares complejos obtenidos de varias
especies de Streptomyces e interfieren con la funcién ribosomal bacteriana,
especificamente con la subunidad 30S. La espectinomicina se une a proteinas
diferentes del ribosoma, no es bactericida y se usa ampliamente en el tratamiento

de la gonorrea.

Las tetraciclinas actuan también en la subunidad ribosomal 30S inhibiendo la
union del aminoacil RNAt al ribosoma, sélo que esta unidon no es definitiva sino

temporal, por lo cual ejerce sblo un efecto bacteriostatico. El uso de las
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tetraciclinas es amplio en la terapéutica de infecciones causadas por bacterias de

los géneros Chlamydia y Mycoplasma.

La paromomicina se une también a la subunidad ribosomal 30S y causa bloqueo

del RNAt con la consecuente liberacion de cadenas incompletas.

Tres clases importantes de drogas actuan en la subunidad ribosomal 50S:
cloranfenicol, macrdélidos y lincinoides (lincomicina, clindamicina). El cloranfenicol
es un agente bacteriostatico que actua contra organismos Gram positivos y Gram
negativos inhibiendo la formaciéon de uniones peptidicas al bloquear la enzima
peptidil transferasa. Los macrélidos (eritromicina, oleandomicina), son compuestos
con grandes anillos de lactona y al unirse a la subunidad 50S interfieren con la
actividad de la peptidil transferasa, con la translocacion o con ambas funciones. El
mas importante es la eritromicina que actua sobre bacterias Gram positivas y
algunas Gram negativas como Haemophilus, Chlamydia y Legionella, inhibe la

formacion de cadenas nuevas del péptido y es bacteriostatico.

2.4.3.5 Antibioticos del grupo antimetabolitos

Tanto el trimetoprim como las sulfonamidas interfieren en el metabolismo de los
folatos, por bloqueo competitivo en la biosintesis de los tetrahidrofolatos
precursores del acido félico. Las sulfonamidas bloquean competitivamente la
conversiéon del pteridina y &cido Para-amino-benzoico (PABA) a acido de
hidrofélico. El trimetoprim tiene una gran afinidad para la enzima dehidrofolato
reductasa y al unirse a ella inhibe la sintesis de tetrahidrofolatos necesarios para

la sintesis de DNA, RNA y proteinas de la pared celular bacteriana.

2.4.3.6 Antibidticos inhibidores de betalactamasas

Las betalactamasas son enzimas producidas por algunas especies bacterianas y
son las responsables de la resistencia que presentan dichas bacterias hacia
antibiéticos que en su estructura quimica presentan el anillo betalactamico (como
penicilinas y cefalosporinas), ya que las betalactamasas rompen ese anillo con lo

cual bloquean la actividad antimicrobiana de estos compuestos. Los antibidticos
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inhibidores de las betalactamasas son el acido clavulanico, tazobactam vy

sulbactam.
2.4.3.7 Antibiéticos antifimicos

2.4.3.7.1 Resistencia a los antimicrobianos e integrones

Las bacterias pueden ser intrinsecamente resistentes a mas de una clase de
antimicrobiano o pueden tornarse resistencia por mutacion de novo o via la
adquisicion de genes de resistencia de otras bacterias. La mayoria de los
determinantes de resistencia a antibidticos estan codificados en elementos
genéticos tales como plasmidos, transposones, integrones y casetes de genes.
Los integrones son elementos genéticos capaces de reconocer y capturar casetes
de genes que portan determinantes de resistencia a antibiéticos. Un integron
incluye un promotor, el gen para la integrasa que cataliza la recombinacion y una
secuencia de nucledtidos que funciona como sitio de recombinacion (attl). Los
integrones se encuentran como secuencias lineales de 500 a 1000 pb que forman
parte de una gran molécula de DNA como son plasmidos o cromosoma
bacteriano. Los casetes de genes contienen sélo un gen y una secuencia corta
adicional, llamada elemento base 59 (59-pb o attC) que funciona como un sitio de
recombinacion especifico. Generalmente, los genes que portan esos elementos
carecen de promotor, y una vez que el casete es integrado y pasa a formar parte
del integron, sus genes pueden ser expresados por el promotor del integron que

esta corriente arriba. P4
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Mecanismo de resistencia Ejemplos
Enzimas que destruyen al antibiético Betalactamasas, cefalosporinasas
Alteracion del receptor del antibiético Proteinas de unién a la penicilina
Inactivacion del antibiético Acetilacion del cloranfenicol
Cambios en la permeabilidad de la Tetraciclina, cloranfenicol
membrana
Metilaciéon enzimatica del RNA 23S Eritomicina y licomicina
Bombas de expulsién Expulsan al antibiético al exterior
Bypass Sintesis de una enzima resistente a la
inactivacion.

Tabla 5. Mecanismos de resistencia bacteriana ¥

2.4.4 Antimicdticos

Es posible utilizar un numero escaso de antibidticos para combatir las micosis.
Muchos tienen una o mas limitaciones, como efectos secundarios profundos, un
espectro antimicético escaso, poca penetracion en algunos tejidos y mutaciones

de hongos resistentes por seleccion bioldgica. °°!

Lugar de accién Ejemplos
Membrana citoplasmatica Polienos, Azoles, Alilaminas, Ticarbamatos
Pared celular Lipopéptidos
Nucleo Pirimidinas fluoradas, Miscelaneos

Tabla 6. Clasificacion de antifdngicos segiin su mecanismo de accion. &

2.4.4.1 Antifangicos que actiuan sobre la membrana citoplasmatica

La membrana plasmatica desempefia una importante funcién en la divisiéon celular
y el metabolismo. Las particulas lipidicas llamadas esteroles constituyen
aproximadamente el 25% de la membrana celular pero el contenido difiere entre la

célula fungica y la de los mamiferos. En las células de los mamiferos predomina el
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colesterol y en las células fungicas el ergosterol. Polienos, azoles y alilaminas
inhiben la sintesis de ergosterol o se fijan al mismo modificando la permeabilidad

de la membrana plasmatica. *°

2.4.4.2 Antifungicos que actuan sobre la pared de las células fungicas

Los lipopéptidos actuan inhibiendo la sintesis de glucanos a través de la
inactivaciéon de la enzima 1,3-betaglucano sintetasa, enzima responsable de
formar este polimero de la glucosa que es esencial para la estructura de la pared
de la célula fungica. La pared se debilita y se torna incapaz de soportar el estrés
osmotico, por lo que la célula muere. Pertenecen a este grupo las papulacandinas,
equinocandinas y los triterpenos glicosilados, productos naturales derivados de los
hongos, cuyo efecto es fungicida. Estos agentes no afectan a las células de

mamiferos porque carecen de las enzimas blanco de estos compuestos. !

2.4.4.3 Antifangicos que actuan sobre el ntcleo de la célula

Las pirimidinas fluoradas actian como antimetabolitos. La mas conocida de este
grupo es la fluocitosina o 5-fluorocitosina que inhibe el crecimiento y reproduccion
de los hongos. Este farmaco se convierte en 5-fluorouracilo (5-FU), el cual es
fosforilado e incorporado al ARN, convirtiéndose en un dexosinucleotido. Este
compuesto inhibe a la timidilato sintetasa e impide la sintesis de proteinas de la

célula.

Su toxicidad depende de su concentracidon. Pueden aparecer molestias
gastrointestinales (nauseas, vomitos y diarrea). Las reacciones adversas mas
graves son la leucopenia y trombocitopenia reversibles, que habitualmente son
dosis dependientes y suelen aparecer a partir de la segunda semana de

tratamiento. También se describen toxicidad hepatica, eosinofilia y exantema. !
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2.4.5 Metodos para la deteccion de la sensibilidad a
antimicrobianos

La sensibilidad es la propiedad que tiene una sustancia antimicrobiana, esta
determina si es o no eficaz para eliminar o inhibir un patégeno determinado. En la
época posterior al descubrimiento de las sulfonamidas y de la penicilina, rara vez
se probaba la sensibilidad de los microorganismos a lo metabolitos secundarios de

las plantas.

Tras el surgimiento de las cepas resistentes, poco después de la introduccion de
estos agentes antibacterianos, los microbidlogos comenzaron a probar la
sensibilidad de un microorganismo infectante frente a los agentes antimicrobianos.
La prueba de la sensibilidad mide el posible crecimiento del microorganismo

cuando en el laboratorio se expone a gran variedad de antimicrobianos. [°°

Se han disenado varios tipos de pruebas de sensibilidad a los antibidticos
(antibiogramas). Las dos pruebas de referencia son los procedimientos por
dilucion macroscopica en caldo y por dilucion en agar. Ambos estan ideados para
cuantificar la concentracion minima de un antibiético que inhibe el crecimiento
visible in vito del microbio; la concentracion inhibitoria minina (CIM). La prueba
mas utilizada para guiar el tratamiento con antibidticos es el antibiograma por
difusion con disco (Kirby-Bauer), en el cual las interpretaciones clinicas se derivan
de las correlaciones con la prueba de referencia. En los ultimos afios, una
cantidad creciente de laboratorios han utilizado de rutina una prueba en caldo
miniaturizada (prueba por micro dilucion en caldo) o un sistema comercial

automatizado. 71

2.4.51 Prueba de sensibilidad por difusiéon con discos

Prueba en la que tan pronto como el disco impregnado de antibiético toma

contacto con la superficie humeda del agar previamente inoculado, el agua se

absorbe en el papel filtro y el antibiético se difunde en el medio que lo rodea. 2%
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Después de la incubacion las placas se examinan en busca de como fue el
desarrollo de los microorganismos y de cual fue la concentracion minima
inhibitoria. Después de la incubacion, el diametro del halo de inhibicion alrededor

de cada disco se mide en milimetros. &

2.4.6 Plantas con actividad antimicrobiana

La resistencia de las bacterias a los antibioticos es un problema que se ha ido
complicando, sobre todo en las ultimas décadas, porque a medida que se han ido
sintetizando nuevos antimicrobianos, han ido surgiendo cepas resistentes a los
mismos, la resistencia se traduce en ineficacia de los tratamientos, generando un
importante impacto en la salud. En respuesta a la necesidad de conseguir
alternativas eficaces para el control de las infecciones bacterianas se ha recurrido
a la fitoquimica y fitofarmacologia, a pesar del avance alcanzado por la sintesis
quimica, las plantas son una valiosa fuente de sustancias activas con propiedades
antibacterianas. %

En la actualidad, hay muchas plantas cuya actividad antimicrobiana ha sido
confirmada, tal es el caso de Mentha piperita (Menta), Rosmarinus officinalis
(Romero), Lophophora williamsi (Peyote), Matricaria chamomilla (Manzanilla) entre

muchas otras plantas de uso comun. !

Los compuestos activos producidos durante el metabolismo vegetal secundario
son generalmente responsables de las propiedades bioldégicas de algunas
especies de plantas utilizadas en todo el mundo para varios propésitos, incluyendo
el tratamiento de las enfermedades infecciosas.*"'Se ha descubierto que los
aceites esenciales de algunas especias y plantas medicinales poseen actividad
antimicrobiana, los aceites esenciales son metabolitos secundarios producidos
dentro los tejidos de diversas plantas, son mezclas complejas de compuestos
volatiles tales como terpenos (en especial mono terpenos y sesquiterpenos),

compuestos fendlicos y alcoholes. !
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Clase | Ejemplo

Fenoles
Fenoles simples Catecol, epicatequina
Acidos fenélicos acido cinamico, acido cafeico
Quinonas Hipericina
Flavonoides Crisina
Flavonoles Totarol
Flavona Abisinona
Taninos Elagitaninos
Cumarina Warfarina
Terpenoides y aceites esenciales
Terpenoides y aceites Capsaicina, mentol
esenciales
Alcaloides

Berberina y piperina
Lectinas y polipéptidos

Lectina manosa-especifica Fabatina

Tabla 7 Principales clases y subclases de compuestos ?60197 actividad antimicrobiana que se encuentran en
plantas

En el caso de la Montanoa tomentosa, pertenece a la familia Asteracea, cuyos
metabolitos secundarios son flavonoides y aceites volatiles di y tri terpenicos. En
general se encuentran acios iso- y clorogenico, lactonas sesquiterpenicas,

alcoholes triterpenicos pentaciclicos y diversos acetilenos. ©2

2.4.7 Breve descripcion de los microorganismos usados

2.4.7.1 Bacterias

En general, las bacterias son microorganismo unicelular mucho mas simple que
las células eucariotas. Su tamano varia entre 0.2 y 5 ym. Son células procariotas
muy abundantes que pueden encontrarse en cualquier medio debido a la gran
variedad de metabolismo que pueden presentar. ¥ Segtin la composicion de su

pared celular la tincion de Gram las divide en dos grupos:

a) Gram Negativas: la pared esta formada por dos capas. La capa interna esta
compuesta de peptidoglucano. La parte externa contiene moléculas de
lipopolisacaridos, estas son sustancias toxicas, se denominan endotoxinas

y son responsables de infecciones graves.
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b) Gram Positivas: La capa de petidoglucanos es mucho mas gruesa y la

pared sélo contiene una capa. [**

2.4.7.1.1 Staphylococcus aureus

Las bacterias del genero Staphylococcus, son cocoso Gram positivos, anaerobios
facultativos, que se agrupan de forma irregular. Producen catalasa que la

diferencia de los Estreptococos y Enterococcus.

S. aureus produce la enzima coagulasa que le permite coagular el plasma
sanguino, su deteccion es fundamental para la identificacion de esta especie. Es
una bacteria normal de la piel y las mucosas. Puede colonizar otros lugares tales
como la piel y el tracto gastrointestinal. Las infecciones por S. aureus son
comunes Yy frecuentes, son agudas y pidogenas. Las mas frecuentes son las de la
piel (impétigo y foliculitis) y de tejidos blandos (forunculos, abscesos o infecciones

en heridas quirtrgicas). ¥
2.4.7.1.2 Escherichia coli

Son bacilos Gram negativos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, es

anaerobio facultativo, que se encuentra en gran cantidad en el intestino humano.

E. coli posee numerosos factores de virulencia, pero estos no estan presentes en
todas las cepas. Asi, la mayoria de las cepas saprofitas carecen de virulencia.
Otros E. coli tienen factores especificos de virulencia que les permiten causar
desde infecciones urinarias hasta infecciones muy graves como el sindrome

hemolito urémico. ©4

2.4.7.2 Hongos

Los hongos, a diferencia de las bacterias, son células eucariotas y tienen por tanto
un nucleo con membrana nuclear que contiene varios cromosomas. Ademas,
presenta organelos como mitocondrias, membrana citoplasmatica con esteroles

(ergosterol) y una pared de glucanos y quitina.
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Dadas las enormes diferencias bioquimicas y estructurales entre hongos y
bacterias, los antibiéticos con actividad antibacteriana suelen ser ineficaces para el

tratamiento de las infecciones causadas por hongos.
Dentro de los hongos existen dos grupos:

a) Hongos filamentosos: Las células crecen unidas a otras de forma apical,
formando filamentos o hifas que se entrecruzan formando una especie de

tejido algodonoso llamando micelio.

b) Hongos levaduriformes: Son células de forma generalmente ovalada y se
reproducen por gemacion, aunque a veces forman seudohifas o

seudomicelio.

2.4.7.2.1 Candida albicans

Produce una infeccién llamada candidiasis, puede localizarse en la mucosa oral
(muget), vaginal, esofagica etc. Es muy frecuente en diabéticos, tras tratamientos
con antibiéticos o pacientes inmunodeprimidos. Cuando se produce invasion de
organos profundos hablamos de candidiasis invasoras, una entidad clinica de

mayor gravedad. 4

2.5 Diabetes mellitus

La epidemia de la diabetes mellitus (DM) es reconocida por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) como una amenaza mundial. Se calcula que en el
mundo existen mas de 180 millones de personas con diabetes y es probable que
esta cifra aumente a mas del doble para 2030. En 2005 se registraron 1.1
millones de muertes debidas a la diabetes, de las cuales alrededor de 80%
ocurrieron en paises de ingresos bajos o medios, que en su mayoria se

encuentran menos preparados para enfrentar esta epidemia.

En México, la DM ocupa el primer lugar en numero de defunciones por afo, tanto
en hombres como en mujeres las tasas de mortalidad muestran una tendencia
ascendente en ambos sexos con mas de 70 mil muertes y 400,000 casos nuevos

anuales. La DM es un padecimiento complejo que lleva implicito una serie de
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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 atencion y tasas de

hospitalizacion.

Se define como una enfermedad sistémica, crénico-degenerativa, de caracter
heterogéneo, con grados variables de predisposicion hereditaria y con
participacion de diversos factores ambientales, y que se caracteriza por
hiperglucemia cronica debido a la deficiencia en la produccion o accion de la
insulina, lo que afecta al metabolismo intermedio de los hidratos de carbono,

proteinas y grasas. '©

2.5.1 Clasificacion

2.5.1.1 Diabetes tipo 1

La DM1 es una enfermedad metabdlica que se caracteriza por la absoluta
deficiencia de insulina, esta deficiencia se puede producir por varias

circunstancias:

La destruccion autoinmune de las células pancreaticas productoras de insulina o
Diabetes tipo 1A. La patogénesis de esta resulta de la interaccion entre factores
genéticos y ambientales que alteran el sistema inmune y culmina en la destruccion
de las células B pancreaticas. Se caracteriza por la presencia de auto-anticuerpos

contra los islotes, con destruccidn selectiva de las células [3.

La destruccion de las células B sin clara evidencia de autoinmunidad o Diabetes
tipo 1B o idiopatica. Se reserva para las formas que cursan con una carencia

fluctuante de insulina sin signos de autoinmunidad con las células B. [°®

2.5.1.2 Diabetes tipo 2

Es un trastorno metabdlico poligénico y multifactorial en el que se dan dos hechos
fundamentales; por una parte, la resistencia de tejidos como el musculo, higado y
tejido adiposo a la accién de la insulina y, por otra, una disfuncién que también

puede ser progresiva de las células B-pancreaticas. !
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Se presenta resistencia a la insulina y en forma concomitante una deficiencia en
su produccion, puede ser absoluta o relativa. Los pacientes suelen ser mayores de
30 afios cuando se hace el diagnodstico, son obesos y presentan relativamente

pocos sintomas clasicos. ¢

Desde el punto de vista fisiopatologico, la DM2 se puede subdividir en:
predominantemente insulino resistente con deficiencia relativa de insulina vy
predominantemente con un defecto secretor de insulina con o sin resistencia a la

insulina. ©7!

2.5.2 Diagnostico

Se establece el diagndstico de prediabetes cuando la glucosa en ayudo es igual o
mayor a 100 mg/dL y menor a 125 mg/dL y/o cuando la glucosa dos horas post-
carga oral de 75 g de glucosa anhidra es igual o mayor a 140 mg/dL y menor o

igual a 199 mg/dL.

Se establece el diagnodstico de diabetes si se cumple cualquiera de los siguientes
criterios: presencia de sintomas clasicos y una glucemia plasmatica casual mayor
a 200 mg/dL; glucemia plasmatica en ayuno mayor o igual a 126 mg/dl; o bien
glucemia mayor o igual a 200 mg/dL a las dos horas después de una carga oral de

75 g de glucosa anhidra disuelta en agua. [

Tipo 1 Tipo 2
Edad de inicio Menor de 30 afios Mayor de 40 afios
Cetoacidosis Frecuente Rara
Pero corporal No obeso Obeso
Anticuerpos circulantes a las células 8 Si No
Tratamiento con insulina Siempre Por lo general no necesario
Secrecion de insulina Deficiencia severa Variable
Resistencia a la insulina Ocasional Comun

Tabla 8 Algunas caracteristicas que diferencian a la DM1 y DM2 P9
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2.5.3 Resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina (RI) es una disminucion de la respuesta bioldgica a la
actividad de esta hormona, que ocurre debido a la reduccién en la expresion del
trasportador de glucosa sensible a la insulina, GLUT 4, y en la captacion de
glucosa seguida por una disminucion en el metabolismo no oxidativo de la glucosa
y en la sintesis de glucdégeno. En el sindrome de Rl e hiperinsulinemia hay
incremento de la sintesis de colesterol de baja densidad (LDL) y se acelera el
catabolismo de las HDL o colesterol de alta densidad. Esta se encentra asociado a
la obesidad de predominio abdominal y a la DM2. Otros factores reportados como
causantes de la Rl son estrés en el reticulo endoplasmico, acumulacién de
subproductos toxicos por la sobrecarga nutricional en tejidos sensibles a insulina

como adipocitos, hepaticos, el musculo esquelético y las células B pancreaticas. [

2.5.4 Pancreas

El pancreas endocrino estd compuesto de grupos de células denominados islotes
de Langerhans, distribuidos en todo el pancreas exocrino. En el pancreas humano
existen mas de 1000000 de islotes, muchos de los cuales contienen varios cientos
de células. El pancreas endocrino tiene gran capacidad de reserva; se debe
perder mas de 70% de las células B antes de que tenga lugar la disfuncion. En los
islotes existen cuatro tipos de células, cada uno de los cuales elabora un producto

importate y diferente. 1!

Tipo de célula Secrecion
Células a Glucagén, pro glucagén, péptidos parecidos al glucagon
Células B Insulina, péptido C, proinsulina, acido y aminobutrico (GABA)
Células & Somatostatina

Células F o PP Polipéptido pancreatico

Tabla 9 Tipos celulares en los islotes pancreaticos de Langerhans *”
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2.5.5 Insulina
2.5.5.1 Sintesis y metabolismo

La insulina es una proteina compuesta por dos cadenas peptidicas (cadena Ay B)
conectadas mediante dos enlaces bisulfuro. El precursor de la insulina la
preproinsulina, se sintetiza en los ribosomas e ingresa al reticulo endoplasmico de
la célula B y en este rapidamente es dividido por enzimas microsémicas para
formar la proinsulina. La proinsulina, que consta de las cadenas A y B unidas por
un péptido C de 31 aminoacidos, se trasporta al aparato de Golgi y en este se
deposita en vesiculas secretoras. Durante su estancia en las vesiculas se divide
para formar la insulina. Por lo tanto, la secrecién de la insulina se acompafa de la
secrecion del péptido C.
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Imagen 7 Secuencia de los aminoacidos y estructura de la por insulina humana 16]

La insulina humana sodlo difiere en 1 0 3 aminoacidos de las insulinas porcina y
vacuna, respectivamente. Las preparaciones de estas hormonas se utilizaron para
el tratamiento de la diabetes antes de la disponibilidad de insulina recombinante
humana. La insulina tiene una vida media en la circulacién de 3 a 5 min y se

cataboliza en el higado y en el rifion. ¥
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2.5.5.2 Mecanismo de accion

La insulina ejerce su efecto al unirse a los receptores de insulina presentes en la
superficie de las células blanco. Los receptores de insulina estan presentes en el
higado, musculo y grasa.

El enlace de la insulina a su receptor produce la activacion de una region de
tirosina cinasa en el receptor y la autofosforilacion de una red de proteinas de
unidn que implican y amplifican las moléculas sefaladoras en sentido

descendente, ocasionando finalmente los efectos bioldgicos de la insulina.

(a) In the absence of insulin, glucose cannot (b) Insulin signals the cell to insert GLUT 4 transporters
enter the cell. into the membrane, allowing glucose to enter cell.
Glucose—Q) Insulin binds Glucose—Q)
to receptor O

Insulin receptor
0= 4
Glucose
™ | ©
= 9*\032‘& ce\\ (2] *
969\\ of o® Signal ©
transduction|—>
Secretory cascade
vesicle
GLUT 4

GLUT 4
transport protein

Imagen 8 Modelo del mecanismo de accién de la insulina 691

2.5.6 Tratamiento

Los hipoglucemiantes orales son una serie de compuestos antidiabéticos con
estructura quimica y mecanismos de accion diferentes. Todos ellos pueden
administrarse por via oral. [

El tratamiento farmacoldgico de esta enfermedad se ha ampliado y diversificado
de manera importante en los ultimos afios, de tal forma que actualmente se cuenta
con gran variedad de medicamentos utiles para el control de DM, sin embargo,
aun no se ha podido alcanzar en la mayoria de los pacientes los niveles deseados
de glucemia. Por ello se debe insistir en la modificaciéon de estilos de vida y la
realizacion de ejercicio fisico, aunado a la toma o aplicacién del medicamento

correspondiente. ¥
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2.5.7 Tratamiento oral de la DM
2.5.7.1 Estimulantes de la secrecion de insulina

2.5.7.1.1 Sulfonilureas

Tienen un efecto hipoglucemiante agudo actuando sobre la célula B del pancreas
mediante un estimulo de la secrecion de insulina y un efecto hipoglucemiante
cronico mediado por la potenciacidn de la accion de la insulina, a través de un
aumento en el numero de receptores para la insulina o de su union a ellos en los

tejidos sensibles a la misma. "

Aunque este es su principal efecto y reconocido durante muchos afios,
recientemente se le atribuye un efecto sobre la inhibicién en la formacién de

glucosa a nivel hepatico al reducir en promedio 1.5% de HbA1c "™

2.5.7.1.1.1Glibenclamida
Promueve el aumento de la secrecién de insulina por parte de las células B

mediante un mecanismo aun no definido. Disminuye la glucogendlisis y la
gluconeogénesis hepatica. Al parecer aumenta la sensibilidad a la insulina de los
tejidos extra pancreaticos. Se produce una disminucion de la glucemia sélo en
aquellos pacientes capaces de sintetizar insulina; no influye en la produccion de
insulina por las células 3, pero parece potenciar su liberacién desde estas. Su vida
media es de 10 horas, el tiempo hasta la concentracidon maxima es de 4 horas; la
absorcién es rapida y su unién a las proteinas es muy elevada. Se metaboliza en
el higado y sus metabolitos inactivos se excretan por via biliar (50%) y el resto por

el rifion. [2

2.5.7.1.1.2Tolbutamida
Produce un aumento de la secrecion de insulina y una reduccion del umbral de

sensibilidad a la glucosa de las células B y por sus efectos extra pancreaticos
reduce la insulinodependencia de los tejidos periféricos. Luego de su
administracién oral se absorbe en forma completa por la mucosa digestiva,

iniciando su efecto de 1 a 2 horas. Posee una vida media de 5 horas, una elevada
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ligadura proteica y wuna amplia biodisponibilidad. Sufre wuna activa
biotransformacion metabdlica hepatica siendo su eliminacion renal (85%) y biliar
(9%). "3

2.5.7.2 Metaglitinidas

Actuan estimulando la secrecion de insulina, por inhibicion de los canales de
potasio dependientes de ATP de las células B. Aportan la ventaja de tener un

comienzo de accidn rapido (30 min) y de corta duracion. [’
2.5.7.3 Disminuyen la resistencia a la insulina

2.5.7.3.1 Biguanidas

Conocidas en Europa desde los afos 50, consiguen su efecto anti
hipoglucemiante a través de acciones extra pancreaticas, sobre todo por
disminucién de la liberacién hepatica de glucosa, junto a otras aun no bien
conocidas. La magnitud del descenso de la glucemia es similar al de las

sulfonilureas, tanto en presencia como en ausencia de obesidad. ['"

Su principal efecto secundario es la acidosis lactica (1 de cada 10000 casos),

trastornos gastrointestinales diversos, mala absorcion de vitamina B12. /¥

2.5.7.3.2 Glitazonas

Son farmacos agonistas PPAR-gama (peroxisome proliferator-activated receptor
gamma). Actuan a través de la activacion del receptor PPAR-gamma reduciendo

con ello la resistencia a la insulina. !

2.5.7.4 Inhibidores de a-glucosidasas

Actuan inhibiendo las a-glucosidasas intestinales (maltasas, sacarosas, dextrinas,
glucoamilasas) presentes en las vellosidades intestinales, que son las enzimas
que actuan en el desdoblamiento de la sacarosa, maltosa y otros oligosacaridos
en monosacaridos. El resultado es una demora en la digestién de los hidratos de

carbono con reduccion de los picos glucémicos postprandiales. [71]
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2.5.7.5 Tiazolidinediona

Actua a nivel muscular y hepatico al disminuir la resistencia a la insulina, y en

menor medida, reduce la glucosa hepatica. [""!

2.5.7.6 Inhibidores de la dipeptidil peptidasa 1V (incretinas)

Es una nueva familia terapéutica, actualmente en el mercado como Sitagliptina.

Las hormonas incretinas GLP-1 y GIP se liberan en el intestino durante todo el dia;

sus concentraciones aumentan en respuesta a la comida.

La actividad de la GLP-1 y el GIP esta limitada por la enzima DDP-4, que inactiva

rapidamente las incretinas.

Como inhibidor de la DPP-4, Sitagliptina actua en los pacientes con DM2
retrasado la inactivacion de las incretinas y mejorando asi la funcion secretada de
insulina de la célula B pancreatica. Esta respuesta se produce de manera
dependiente de los niveles de glucosa por lo que el riesgo de hipoglucemias se

encuentra significativamente disminuido.

Sitagliptina aumenta las concentraciones de las hormonas intactas activas y con

ello incrementa y prolonga la accion de estas hormonas, lo que finalmente

disminuye la glucemia en las situaciones de ayuno postprandial. '

2.5.8 Tratamiento parenteral de la DM

2.5.8.1 Agonista del péptido 1 similar al glucagén (exentado)

El péptido-1 es de origen natural, se produce por las células del intestino delgado,

y potencia la secrecion de insulina estimulada por glucosa.

El exentado-IV se une al receptor GLP1 en la célula B y aumenta la secrecion de

insulina mediada por la glucosa. ["%

2.5.8.2 Agonistas de la amilina (pramLintida)

Es un analogo sintético de la amilina, hormona secretada por las células .

Ocasiona una disminucion de la secrecion de glucagén, retrasa el vaciamiento

[ e L




gastrico con lo que produce un descenso de la glucosa postprandial. Inhibe la
produccion de glucagon de manera dependiente de glucosa y predominantemente

reduce las excursiones de glucosa postprandial. '

2.5.9 Plantas hipoglucemiantes

Varias especies vegetales han demostrado tener propiedades hipoglucemiantes,
esta cualidad ha generado un aumento de los remedios tradicionales a base de
plantas y de la investigacion de sus propiedades usando para su estudio modelos

animales in vitro.

Dentro de los tratamientos tradicionales con plantas para la diabetes, existe una
riqueza oculta de los productos naturales potencialmente utiles, sin embargo, con

pocas plantas se han realizado estudios cientificos.

En México se tienen reportadas 306 especies con efecto hipoglucemiante
pertenecientes a 235 géneros y 93 familias donde la familia Asteracea presenta la
mayoria con 47 especies, seguida de Fabaceae (27), Cactaceae (16), Solanaceae
y Euphorbiacea (10) y Laminaceae (9); pero esta cifra puede variar debido a la

falta de documentacion, registro y estudio de un gran nimero de especies. [
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde el siglo XVI hasta nuestros dias se ha documentado el uso de Montanoa
tomentosa como abortivo, siendo aun una planta utilizada para este fin; se sabe
que dentro de su metabolismo produce diversos compuestos, sin embargo, no se
conoce su efecto, como las lactonas sesquiterpenicas con posible uso
antimicrobiano y acido kaurenoico un posible hipoglucemiante. Por otra parte, se
desconoce si el uso de infusiones preparadas con esta planta puede producir dafio
toxico al organismo, por lo que es necesario evaluar su toxicidad en un modelo

sub agudo.

4  HIPOTESIS

Las lactonas sesquiterpenicas presentes en el extracto acuoso de Montanoa
tomentosa podrian generar un dafo toxico debido a la produccién de radicales
libres, por lo cual también se espera que el extracto sea capaz de inhibir el

crecimiento microbiano.

En un estudio independiente de se buscd comprobar si el acido kaurenoico

presente en la planta tiene efecto hipoglucemiante.

5 OBJETIVOS

5.1 General

Obtener el extracto acuoso de Montanoa tomentosa y evaluar el efecto toxico e
hipoglucemiantes de este extracto al administrarlo por via oral a través de una
sonda intragastrica a un lote de ratones CD1 determinando el dafio en érganos
afectados y el control de glucemia a través de una curva de tolerancia a la
glucosa, del mismo extracto evaluar la actividad antibacteriana a través de difusion

en agar contra sepas bacterianas y fungicas.

5.2 Especificos

> Obtener el extracto acuoso de Montanoa tomentosa.

» Determinar la actividad hipoglucemiante del extracto.
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» Realizar pruebas de sensibilidad antimicrobiana del extracto sobre
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans.

» Evaluar los efectos dafinos en érganos tras la administracion del extracto
en un modelo de toxicidad sub aguda.

» Cuantificar los marcadores respectivos al érgano que fue dafado.

6 MATERIALY METODO

6.1 Tipo de estudio

Experimental. Prospectivo. Longitudinal. Comparativo

6.2 Universo de estudio

36 ratones CD1 machos con peso de 25 a 30 gramos.

6.3 Criterios de inclusion

Ratones machos CD1, sanos y con peso de entre 25 a 30 g, exentos de

enfermedades.

6.4 Criterios de exclusion

Ratones hembra, ratones con alguna enfermedad o un peso inferior a 25 g

6.5 Criterios de eliminacion

Ratones que durante el tiempo de experimentacion mueran.

6.6 Variables independientes

e Tratamiento con el extracto acuoso de Montano tomentosa
e Tratamiento con solucion salina

e Glibenclamida (0.8 mg/Kg)

e Tolbutaminda (40 mg/Kg)

e Cepas bacterianas y fungicas

e Concentracién de glucosa administrada
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6.7 Variables dependientes

e Peso inicial y final de los ratones

e Peso de rifiones, bazo, higado y corazon
¢ Nivel de hiperglucemia en ratones

e Concentraciones de enzimas plasmaticas

e Diametro de inhibicion en medios de cultivo

6.8 Material

Material biolégico Reactivos

36 ratones CD1
Staphylococcus aureus
Escherichia coli

Candida albicans

Material

6 jaulas para roedor

6 bebederos

Cajas Petri

Olla de presion

Tubos eppendorf

Tubos falcén

Celdas UV/VIS

Mechero Fisher
Gradillas

Bisturi

Sonda intragastrica (Animal
feeding needle)

Asa bacteriolégica
Matraz bola

Pipetas volumétricas
Micro pipetas

Puntas para micro pipeta
Marcadores indelebles
Soporte universal
Embudo tallo largo

Solucion Glucosada al 50%

Goma ghatti al 1%

Agua destilada

Agar Soya tripticaseina (MERCK)

Agar Sabouraud (MERCK)

Agar Nutritivo (MERCK)

Caldo BHI (MERCK)

Solucion salina fisiolégica inyectable (PiSA)
Eter

Alimento Roden Lab 5001 (Purina)

Equipos e Instrumentos

Rota vapor (Yamato)

Balanza analitica (Ohaus Explorer Pro)
Bascula de dieta (Tecno Cor)
Sonicador (S&M Ultrasonic Processor)
Estufa (Shell ab 36.7°C)

Centrifuga (Hamilton Bell)
Espectrofotometro (JENWAY 6350
UV/VIS)

Bafio maria (Yamato Bath BM500)
Glucémetro (ACU-CHECK Performa)
Vortex (2 Gene)

Campana de extraccion
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6.9 Método

6.9.1 Preparacion del extracto

Se tomaron 179.1g de hojas secas de Montano tomentosa, se lavaron a

chorro de agua para eliminar basura y tierra.

Se licuaron las plantas hasta obtener una mezcla homogénea, se colocé en
un matraz Erlenmeyer de 4 L con tapén, y se completé un volumen de 2 L

con agua destilada.
Se dejo en reposo durante 4 dias en cuarto frio.
La mezcla obtenida se filtré por gravedad a través de una gasa.

Se eliminé el disolvente (agua) por calentamiento (60 °C) a presion

reducida, hasta obtener un concentrado con el minimo de humedad.

El concentrado obtenido se transfirio en un vaso de precipitados y se coloco

en una estufa a 37 °C durante 2 semanas hasta obtener el extracto seco.

Se obtuvo el extracto y se pulverizo en un mortero, se peso y se obtuvo el

rendimiento. Se coloco en refrigeracion.

6.9.2 Preparacion de reactivos para ensayo
hipoglucemiante
Para el grupo control se us6 solucion salina fisiologica PiSA

Para los controles positivos, se prepararon suspensiones de goma Ghatti al
1% calentando en ciclo de 10 a 15 segundos en microondas. En esta se
disolvieron dos farmacos hipoglucemiantes de referencia: Glibenclamida a

una dosis de 0.8 mg/Kg y Tolbutaminda a dosis de 40mg/Kg. ["®!

Se prepardé una solucion del extracto acuoso de Montanoa tomentosa a

dosis de 150, 75 y 37.5 mg/Kg para cada grupo de experimentacion.

Se prepard una solucion glucosada al 50% a una dosis de 2g/Kg. [>7]
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6.9.3 Ensayo hipoglucemiante

La atencion de los animales y el proceso experimental se llevo a cabo de acuerdo

a la guia para el cuidado y manejo de animales de laboratorio de la Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-200-199).

» Los ratones se sometieron a un periodo de ayuno de 16 horas antes del

ensayo. Los 36 ratones se distribuyeron al azar en 6 grupos de 6 animales,

se marcaron y se pesaron individualmente cada raton, conformando los

siguientes grupos:

Grupo Nombre del grupo/tratamiento/dosis
1 Solucién salina (testigo negativo)
2 Extracto acuoso de Zoapatle (37.5mg/Kg)
3 Extracto acuoso de Zoapatle (75mg/Kg)
4 Extracto acuoso de Zoapatle (150mg/Kg)
5 Control positivo Glibenclamida (0.8 mg/Kg)
6 Control positivo Tolbutamida (40 mg/Kg)

Cuadro 1Grupos de ratones para el ensayo hipoglucemiante

» Se midio la glucosa basal al tiempo 0, por un corte de la parte distal de la
cola de los ratones para obtener la glucemia basal de todos los grupos,
utilizando un glucémetro Accu-Check® Performa.

» Se administrd6 con la ayuda de una sonda por via oral los diferentes
tratamientos, para el grupo 1 se administré un volumen constante de 0.2 mL
de solucion salina 0.85%. Para los grupos experimentales se administraron
los volumenes calculados del extracto acuoso de Montanoa tomentosa para
la dosis de 37.5, 70 y 150 mg/kg al grupo 2, 3 y 4 respectivamente.
Posteriormente se administraron los volumenes calculados de
Glibenclamida (0.8 mg/kg) y Tolbutamida (40mg/kg), al grupo 5 y 6
respectivamente.

» Una vez administrados los tratamientos, se les dio primera carga de glucosa
de una solucién glucosada al 50% via subcutanea con una dosis de 2g/kg,
repartida en dos dosis con un intervalo de tiempo de 1 hora, a todos los

grupos al tiempo 0 para la induccion de hiperglucemia.
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» Se midid la glucosa al tiempo 1, 2, 3 y 4 (60, 120, 180 y 240 minutos

respectivamente) para todos los grupos.

» Con los resultados se buscé comparar el efecto del extracto a sus

diferentes concentraciones, el control positivo son los dos farmacos

hipoglucemiantes y la solucion salina es el control negativo.

> Los resultados se analizaron mediante ANOVA con una confianza al 95%

para buscar diferencias estadisticas. [">""]

La atencion a los animales y el proceso experimental se llevo a cabo de acuerdo a

la guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio, de la Norma Oficial

6.9.4 Ensayo de toxicidad sub aguda

Mexicana (NOM-062-Z00-199).

Procedimiento

» Se distribuyeron 24 ratones CD1 formando 4 grupos de seis animales cada

uno, se pesaron y se marcaran los ratones conformando los siguientes

grupos:

Numero del grupo Nombre del grupo/tratamiento/dosis
1 Grupo control/ solucion salina
2 Grupo experimental/extracto 37.5 mg/Kg de peso
3 Grupo experimental extracto 75 mg/Kg de peso
4 Grupo experimental extracto 150 mg/Kg de peso

Cuadro 2Grupos de ratones para el ensayo de toxicidad subaguda

» Se administr6 por sonda gastrica los volumenes calculados de las

diferentes dosis (37.5, 75 y 150 mg/kg) del extracto acuoso de Montanoa

tomentosa durante 30 dias.

» Se observé a los ratones diariamente para identificar alguna anomalia

corporal y de comportamiento, se pesaron para observar algun cambio en

el peso corporal de cada raton.
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Después de los 30 dias se pesaron los ratones una ultima vez antes de
realizar el sacrificio de estos.

Se sacrificaron los animales por medio de un corte en el plexo axilar con la
previa anestesia de éter.

Se extrajeron los érganos: Corazon, higado, rifiones y bazo. Se pesaron
cada uno de ellos para obtener la relacion de peso organo/raton. Se
recolecto una muestra de sangre para analizar enzimas plasmaticas.

Por medio del programa estadistico SPSS se realiz6 un analisis ANOVA
para identificar diferencias significativas entre las medias de los indices
[75,77]

6.9.5 Prueba de actividad antibacteriana y antimicotica

Se prepard una solucién 1x10° de cada bacteria a utilizar Escherichia coli y
Staphylococcus aureus y del hongo Candida albicans con solucidon salina
estéril.

Se ajustaron al tubo uno de la escala de Mc Farland para obtener una
concentracion de 3x10° UFC/mL.

De esta se tomaron 0.1 mL y se llevaran a 10 mL con solucion salina estéril
para obtener una concentracion de 3x10° UFC/mL.

De esta nueva solucién se tomaron 0.1 mL y se llevaron a 1 mL con
solucién salina estéril para obtener 3x10° UFC/mL.

Por ultimo, se tom6 1 mL y se llevé a 3mL con solucién salina estéril para
obtener 1x10°> UFC/mL

Después se prepararon disoluciones de 0.500 mg/mL, 0.250 mg/mL y 0.125
mg/mL del extracto acuoso de Montanoa tomentosa pulverizado con agua
destilada.

Se prepar6 una disolucién cirpofloxaciono y terbinefina a una concentracion
de 0.100 mg/0.100 mL como control positivo y como control negativo se uso
solucion salina.

Se prepararon placas de agar nutritivo y agar sabouraud usando 25mL de

cada agar para cada caja.
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» Se inoculo con cada una de la suspension de bacterias sobre la superficie
del agar nutritivo y la sepa de C. albicans se inoculo sobre agar sabouraud;
se realizaron cinco pozos de 10 mm en la caja con agar, en cada pozo se
adicionaron 0.050 mL de cada disolucion, usando terbinefina en caso de
hongos y ciprofloxaciono en bacterias.

» Se incubo a 37 °C y se observara el tamafio de la zona de inhibicién de

crecimiento a las 24 y 48 horas y se registraran resultados. ['®!
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/7  RESULTADOS

Para realizar la comparacion de las medias de los grupos de experimentacion
tanto para el efecto hipoglucemiante y toxicidad sub aguda se realiz6 un analisis
de varianza (ANOVA), seguido de la prueba de Tukey. Se considerd una confianza
de 95% utilizando el programa Statistical Package for the Social Sciences (SPSS)

version 21.
Se partié de dos hipotesis:

» Hipotesis nula (Ho): las medias de los grupos de tratamiento y control son

iguales cuando se obtiene un valor de significancia mayor o igual a 0.05.

» Hipdtesis alterna (Ha): las medias de los grupos de tratamiento y control
son diferentes cuando se obtiene un valor de significancia menor o igual a
0.05.

Extracto

A partir de 179.1g de Montanoa tomentosa se obtuvo un extracto solido en polvo
color café con peso de 22.5904 g, obteniendo finalmente un rendimiento de

extraccion de 12.61%.

Disminucion de peso

Para determinar la disminucion de peso en los ratones, se tomaron los pesos
iniciales y finales. Se encontraron diferencias significativas a las dosis de 75y 150
mg/kg donde bajaron de peso contrastando con la solucién salina y la dosis de

37.5 donde el peso incremento.
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Grafica 1 Peso perdidos por los ratones en tratamiento
Ensayo de toxicidad

Desde el primer dia de administracion del extracto se observd que
aproximadamente a los 20 minutos de la administracién los ratones tratados

presentaron falta de movimiento, somnolencia y agrupamiento.

A los 20 dias de administracion un raton del grupo tratado a dosis de 150 mg/Kg
presento hipotermia, adinamia y somnolencia, muriendo a los 25 dias de

tratamiento.
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Imagen 10 Ratones al tiempo 0 de la administracion de cada dosis. Presencia de movimiento.
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Imagen 11 Ratones a los 20 minutos de administracién. Presencia de adinamia, somnolencia y agrupamiento en los grupos
tratados.

indice 6rganos

Pasados 45 dias de administracion, se procedio al sacrificio de los ratones y la
obtencidén de dérganos y sueros de cada uno; de los érganos se obtuvieron los
pesos relativos con la finalidad de hacer un analisis estadistico ANOVA seguido de

una prueba de Tukey.

AMONA de un factar

Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Siq.
Rifion Inter-grupos 298 3 099 20,4586 ,000
Intra-grupos oaz 17 005
Total 380 20
Higado Inter-grupos 13,337 3 4 446 5163 009
Intra-grupos 16,361 149 861
Total 29 698 22
Corazon  Inter-grupos Jos 3 ooz 488 JBE5
Intra-grupos JsT 18 003
Total J0E1 21
Bazo Inter-grupos a7 3 006 306 821
Intra-grupos 345 149 018
Total 362 22

Tabla 12 Prueba de ANOVA para los pesos relativos de cada érgano. Se observan diferencias significativas
en rifién e higado.
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Riiion

HSD de Tukey

Subconjunto para alfa=0.05
Dosis 1 2 3
Dosis 75 1,4853
Dosis 150 16184
control 16223
Dosis 37.5 17961
Sig. 1,000 | 1,000 | 1,000

Tabla 13 Prueba de Tukey para rifion. La diferencia de
medias es significativa al 0.05%, con el agrupamiento
de la dosis a 150 y el grupo control, observandose un
aumento en la media a 37.5 mg/Kg y una disminucioén a
la dosis de 75 mg/Kg.

Grafica 2 Comparacion del peso relativo del rifién a diferentes dosis. P=
0.003 Control vs Dosis 37.5mg/Kg. P= 0.022 Control vs 75mg/Kg.

Higado .
Higado

HSD de Tukey

Subconjunto para alfa= 0.05

| Dosis 1 2

Dosis 75 67122
control B,9796
Dosis 150 78774 79774
Dosis 37.5 85716
Sig. 132 704

Tabla 14 Prueba de Tukey Higado. La
diferencia de medias es significativa al 0.05%,
con el agrupamiento de las dosis a 150 y 37.5
mg/Kg, mostrando un incremento de peso del

6rgano.

Grafica 3 Comparacion del peso relativo del higado a diferentes dosis. P=
0.036 Control vs Dosis 37.5 mg/Kg.
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Corazén y bazo

Grafica 4 Comparacion del peso relativo del corazén y bazo a diferentes dosis. No se observan diferencias

significativas.

Perfiles
Perfil renal
ANOVA de un factor
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos .028 3 .009 797 511
Creatinina  Intra-grupos 222 19 .012
Total .250 22
Inter-grupos 562.375 3 187.458 5.934 .005
BUN Intra-grupos 600.250 19 31.592
Total 1162.625 22
Inter-grupos 2624.645 3 874.882 6.406 .004
Urea Intra-grupos 2594.833 19 136.570
Total 5219.478 22

Tabla 15 Prueba de ANOVA para las concentraciones de enzimas presentes en el perfil hepatico. Se

observan diferencias en las concentraciones de urea y BUN.
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Creatinina

Grafica 5 Comparacién de las concentraciones de creatinina presentes a las diferentes dosis
tratadas. No se observan diferencias significativas.

BUN
BUN
HSD de Tukey
Grupo Subconjunto para alfa = 0.05
1 2
Dosis 37.5 30.6667
Dosis 150 32.2500
Dosis 75 36.1667 36.1667
control 43.3333
Sig. 374 A72

Tabla 16 Prueba de Tukey para BUN. La diferencia de
medias es significativa al 0.05% con el agrupamiento de
las dosis del extracto mostrando una disminucién en las

concentraciones de la relacion BUN.

Grafica 6 Comparacién de la relacion BUN en los diferentes
tratamientos. P=0.005 Control vs Dosis 37.5mg/Kg. P= 0.020
Control vs Dosis 150 mg/Kg.
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Urea

Urea
HSD de Tukey
Grupo Subconjunto para alfa = 0.05
1 2

Dosis 37.5 65.6667

Dosis 150 69.0000

Dosis 75 77.5000 77.5000
control 93.0000
Sig. .345 .148

Tabla 17 Prueba de Tukey para urea. La
diferencia de medias es significativa al 0.05% con
el agrupamiento de las dosis del extracto
mostrando una disminucioén en las
concentraciones de urea.

Grafica 7 Comparacién de la concentracion de urea en los
diferentes tratamientos. P=0.003 Control vs Dosis 37.5 mg/Kg. P=
0.015 Control vs Dosis 150 mg/Kg.

Perfil Hepatico

Se usé una significancia al 0.1 debido a que a 0.05 no se observaron diferencias;
se buscd comprobar si hay dafio, ya que los indices de peso del higado sugieren

un aumento en el tamafio del érgano a dosis de 37.5y 150 mg/Kg.

ANOVA de un factor

ALT
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Inter-grupos 2870.288 3 956.763 2.698 .075
Intra-grupos 6738.250 19 354.645
Total 9608.538 22

Tabla 18 Prueba de ANOVA para ALT. Se observan diferencias a una significancia de 0.1.

62




ALT

Grafica 8 Comparacion de la concentracion de ALT en los diferentes
tratamientos. P= 0.061 Control vs Dosis 150 mg/Kg.

ALT
HSD de Tuke
Grupo Subconjunto para alfa = 0.1
1 2

control 58.3333

Dosis 75 64.3333 64.3333

Dosis 37.5 71.1667 71.1667

Dosis 150 89.2500
[ Sig. .663 149

Tabla 19 Prueba de Tukey para ALT. La diferencia de
medias es significativa al 0.1% con el agrupamiento
de las dosis del extracto mostrando un aumento en

las concentraciones de ALT.
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Ensayo hipoglucemiante

Se realizd un ensayo hipoglucemiante a 35 ratones CD1, se formaron 6 grupos;

los grupos 1 y 2 conformaron al control positivo usando glibenclamida y

tolbutamida respectivamente, el grupo 3 se us6 como control negativo al

administrar solucion salina y los grupos 4,5 y 6 se les administro el extracto

acuoso a concentraciones de 37.5, 75 y 150 mg/Kg respectivamente.

ANOVA de un factor

Suma de gl Media cuadratica F Sig.
cuadrados
Inter-grupos 1463.219 5 292.644 1.618 187
0 minutos Intra-grupos 5245.467 29 180.878
Total 6708.686 34
Inter-grupos 25355.242 5 5071.048 5.295 .002
60 minutos Intra-grupos 25855.667 27 957.617
Total 51210.909 32
Inter-grupos 22655.315 5 4531.063 7.557 .000
120 minutos Intra-grupos 16188.200 27 599.563
Total 38843.515 32
Inter-grupos 1868.138 5 373.628 1.393 .256
180 minutos Intra-grupos 7776.033 29 268.139
Total 9644.171 34

Tabla 20 Prueba de ANOVA para el ensayo hipoglucemiante. Se observan diferencias significativas a los 60 y 120 minutos.
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Tiempo 1 (inicial)

Gréfica 9 Comparacion de los valores de glucosa al tiempo 0.

Tiempo 2 (60 minutos)

60 minutos
HSD de Tukey
Tratamiento Subconjunto para alfa = .05
1 2

tolbutamida 89.6667

Dosis 150 145.6000 145.6000
dosis 75 149.0000
Control 153.8333
Glibenclamida 161.0000
dosis 37.5 173.5000
| Sig. .054 .665

Tabla 21 Prueba de Tukey para el ensayo a los 60 min.
Se observa la formacién de sub grupos donde todos los
tratamientos, solucion salina y glibenclamida tienen el
mismo efecto.

Grafica 10 Comparacién de los valores de glucosa a los 60 minutos. P=
0.006 Glibenclamida vs Tolbutamida. P=0.017 Tolbutamida vs Solucién
salina. P= 0.001 Tolbutamida vs Dosis 37.5 mg/Kg. P=0.032
Tolbutamida vs Dosis 75 mg/Kg.
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Tiempo 3 (120 minutos)

120 minutos

HSD de Tukey

Tratamiento Subconjunto para alfa = .05
1 2

tolbutamida 110.5000

Glibenclamida 126.1667

Dosis 150 142.0000 142.0000

dosis 75 146.5000 146.5000

Control 147.1667 147.1667

dosis 37.5 190.8333

Sig. 273 .067

Tabla 22 Prueba de Tukey para el ensayo
hipoglucemiante a 120 minutos. Se observa la
formacién de sub grupos donde las dosis de extracto
se comportan como el grupo control.

Gréfica 11 Comparacion de los valores de glucosa a los 120 minutos.
P=0.001 Tolbutamida vs Dosis de 75 mg/Kg

Tiempo 4 (180 min)

Gréfica 12 Comparacion de los valores de glucosa a los 180 min.
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Ensayo antimicrobiano

Staphylococcus aureus

Caja1 Caja2 Caja3
Extracto 125 pg/mL - - -
Extracto 250 pg/mL - - -
Extracto 500 pg/mL - - -

Ciprofloxacino 22mm 25mm  23mm

Tabla 23 Diametros de los halos de inhibicion del extracto acuoso de Montano tomentosa y Ciprofloxacino vs
Staphylococcus aureus. No se observa inhibicion a ninguna dosis probada del extracto.

Imagen 12Ensayo antibacterial del extracto de Montanoa tomentosa vs Stapyhlococuus aureus. No se observa
inhibicion alrededor de los pozos donde se encontraba el extracto.
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Escherichia coli

Caja1 Caja2 Caja3l
Extracto 125 pg/mL - - -
Extracto 250 pg/mL - - -
Extracto 500 yg/mL ~ 18mm 14mm  18mm

Ciprofloxacino 41 mm 43mm  40mm

Tabla 24 Diametros de los halos de inhibicion del extracto acuoso de Montano tomentosa y Ciprofloxacino vs
Escherichia coli. Se observa inhibicion de crecimiento a la concentracion de 500 ug/mL.

Imagen 13 Ensayo antibacterial del extracto acuoso de Montanoa tomentosa vs Escherichia coli. Se observa inhibicién a la
dosis de 500 pyg/mL
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Céandida albicans

Caja1 Caja2 Caja3
Extracto 125 pg/mL - - -
Extracto 250 pg/mL - - -
Extracto 500 pg/mL - - -

Terbinefina 26mm 29 mm 27mm

Tabla 25 Diametros de los halos de inhibicion del extracto acuoso de Montanoa tomentosa y Terbinefina vs
Céndida albicans. No se observan halos de inhibicion.

Imagen 14 Ensayo antimicético del extracto acuoso de Montanoa tomentosa vs Candida albicans. No se observan halos de
inhibicion.
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8 ANALISIS DE RESULTADOS

El estudio que se realizé con la planta Montanoa tomentosa tuvo como objetivos
evaluar sus efectos toxicos en un modelo con ratones CD1, al administrar por
sonda gastrica diferentes concentraciones del extracto acuoso de la planta,

ademas de comprobar su posible efecto hipoglucemiante y antimicrobiano.

En México, Montanoa tomentosa es ampliamente usada en forma de decocciones
. . . [19] Ry

acuosas para facilitar el parto y para evitar la concepcion. Se realizé un

extracto acuoso debido a que se comercializa esta planta con la indicacion de que

se prepare en agua un té al hervir las hojas de 10 a 20 minutos. #°!

Toxicidad sub aguda

Al finalizar el tiempo del ensayo, se registraron los pesos de cada raton,
obteniendo disminuciones en este (Grafica 1) a las dosis de 75 y 150 mg/Kg.
Ademas, se observaron efectos adversos tras la administracién del extracto, ya
que a todas las dosis probadas los ratones presentaron somnolencia, adinamia y
agrupamiento; sin embargo, soélo a dosis de 150 mg/Kg se presenté muerte en un

raton, con temblores, adinamia e hipotermia antes de su muerte.

En el ensayo acerca de la toxicidad sub aguda de Montanoa tomentosa se
utilizaron dosis de 37.5, 75 y 150 mg/Kg; se encontraron diferencias significativas

(P<0.05) en el peso del higado y rifiones.

En cuanto los rifiones se encontraron diferencias significativas respecto al control
(P=0.001), en la prueba de Tukey, a dosis de 37.5 mg/Kg (P= 0.003) donde se ve
un incremento en el tamano de los rifiones; a dosis de 75 mg/Kg (P=0.022) los

rinones redujeron su tamano.

El higado presento diferencias con el grupo control (P= 0.009), observandose en
la prueba de Tukey la formacién de dos sub grupos, siendo diferentes al grupo
control las dosis de 37.5 mg/Kg (P=0.036) el cual quedo en el segundo sub grupo,
el que comparte con la dosis a 150 mg/Kg, sin embargo, esta dosis se encuentra
al mismo tiempo agrupada con el grupo control y el resto de las dosis. Esto debido
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a la formacion de radicales libres, ya que la concentracidn de lactonas
sesquiterpenicas estimula la formacion de ROS por parte de los macréfagos, lo

que genero el un dafio toxico y la inflamacion de los 6rganos.

Debido a las diferencias en peso de estos organos se realizaron pruebas para

determinar la funcion de estor érganos.

Para el rindn se determind creatinina, la relacion BUN y urea. Para creatinina no
se encontraron diferencias (P=.511); la relacion BUN y urea presentaron
diferencias (P=0.005, P=0.004).

Las pruebas de Tukey para BUN mostraron la formaciéon de dos subgrupos, en el
primero se agrupan las 3 dosis experimentadas ya que la relacion BUN es una
medida indirecta de la funcién renal y filtracién glomerular y en este caso las
concentraciones disminuyeron respecto a control, sugiere una insuficiencia renal
originado un sindrome nefrotico en el que se eliminan purinas por lo que la

concentracion de nitrégeno disminuye y con este el valor BUN. [/

La urea presento diferencias entre los grupos tratados y el control, disminuyendo
los valores en los grupos administrados con extracto, se confirma con la prueba de
Tukey en la que se forman dos sub grupos donde se agrupan los ratones con
tratamiento en el primer grupo, debido a que concentraciones disminuidas de este
valor sugieren una atrofia en higado por una insuficiencia hepatica grave lo que

induce a que el acido urico no se forme y los valores sanguineos disminuyan. [’

En cuanto al higado se cuantifico la enzima ALT la cual no se presento6 diferencias
significativas a un nivel de confianza de 95%, por lo cual se decidié usar un 90%
de confianza para observa las diferencias entre grupos; observandose a este
intervalo de confianza diferencias (P=0.075), tras la prueba de Tukey se formaron
dos sub grupos donde el primero se conformé del grupo control, 37.5 y 75 mg/kg,
en el segundo se conformd por todas las dosis de extracto, en este grupo se
observa un aumento en la concentracion de esta enzima respecto al control siendo
la mas elevada la dosis a 150mg/Kg, por lo cual el comportamiento de las demas

dosis no es tan hepatétoxico como la dosis mas alta probada. La literatura indica
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que concentracion elevada de esta enzima es un marcador de una enfermedad
hepatica ya que esta enzima se encuentra en las células hepaticas que al
lesionarse o enfermar se lisan y liberan la ALT al torrente sanguineo. Esta enzima

es un gran indicativo de dafio hepatico debido a su especificidad. "

Ensayo hipoglucemiante

Para poder comprobar el efecto hipoglucemiante de plantas con posibilidad de
ejercer esta accion es necesario realizar el ensayo en animales con un pancreas
sano, por lo cual se us6é un modelo de animales hipoglucémicos y no de animales
con dano pancreatico inducido con el uso de aloxona o estreptozotocina, ya que
estos modelos son usados para diabetes insulinopenica. Este ensayo se realizd
con dos hipoglucemiantes como control positivo, los cuales fueron tolbutamida y
glibrenclamida, el primero tiene efecto en la glucogénesis y el segundo estimula el

pancreas por lo cual son usados como control positivo.

Se indujo hiperglucemia a través de una carga de glucosa por via subcutanea,

esto para evitar dafio en el pancreas.

Con los resultados obtenidos se realizé un analisis estadistico de ANOVA con el

programa SPSS v.21 y posteriormente una prueba post hoc de Tukey.

Al tiempo 0 no se presentaron diferencias estadisticas (P = 0.05), esto debido a

que se trata de la glucemia basal.

Al tiempo 2 (60 min.) se observan diferencias en las concentraciones plasmaticas
de glucosa, encontrandose un incremento respecto tolbutamida con todas las
dosis y controles; respecto a glibenclamida no se encontraron diferencias

significativas a las dosis probadas.

A los 120 minutos, la dosis de 37.5 mg/Kg presento diferencias respecto a los dos
controles positivos, ademas de incrementar los niveles de glucemia respecto al

control de solucion salina.
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A los 180 minutos no se encontraron diferencias significativas en los grupos

tratados, debido a que de nuevo alcanzaron su glucemia basal.

En la prueba Post Hoc de Tukey, se observa que al tiempo 0 se comportan todos
de la misma manera, ya que aun no se administran sustancias y se esta
obteniendo la glucosa basal. A los 60 minutos se observa la formacién de dos sub
grupos, en donde la tolbutamida tiene una semejanza estadistica (P=0.067) al
extracto a dosis de 150 mg/Kg. La glibenclamida, control y todas las demas dosis
se mantienen en el segundo grupo. A los 120 minutos se forman dos sub grupos
donde los controles positivos y negativos y las dosis de 150 y 75 mg/Kg se
agrupan en el primero y un segundo grupo quedan agrupadas las dosis probadas
y el control negativo teniendo una media mayor la concentracion a 37.5 mg/Kg.

Para los 180 min sélo se forma un grupo donde se alcanza la glucemia basal.

La concentracion de 150 mg/Kg a los 60 minutos llama la atencion debido a que
se comporta de manera similar a la tolbutamida, por lo cual podria tener efecto
hipoglucemiante a esta dosis y tiempo, manteniendo la caracteristica de

comportarse como los controles positivos a los 120 minutos.

La dosis de 37.5 mg/Kg se comportd de manera hiperglucemiante a los 120
minutos quedando totalmente aparte de los controles positivos, lo cual se observa

desde los 60 minutos donde tiene un valor promedio de glucemia superior al resto.

Al observar los resultados se interpreta que el extracto acuoso de Montanoa
tomentosa presenta actividad hipoglucemiante semejante a tolbutamida a los 60
minutos a una concentracion de 150 mg/Kg y una actividad hiperglucemiante a los
120 minutos a dosis de 37.5mg/Kg, sin embargo, no llegan a diferenciarse

completamente del control negativo.

La actividad hipoglucemiante puede deberse a la presencia de &acido ent-
kaurenoico (KA) presente en las hojas del Zoapatle; este acido es precursor de las
giberelinas, el di terpeno biactivo mas impédrtate de esta planta. Las giberlinas se
unen covalentemente a la glucosa, uniéndose a través del grupo carboxilo,

formando una giberelina glucésido, o por el grupo hidroxilo, dando lugar a una
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giberelina glucosil-eter, por lo cual este extracto impide la absrocion de glucosa
evitando su incremento en la concentracion sanguinea, por lo cual puede ser

usado como hipoglucémico, sin embargo, al ser toxico no se recomienda su uso
[79,80]

Ensayo antibacterial

Debido a que algunas de las plantas de la familia Asteracea presentan lactonas
sesquiterpenicas con posibles efectos antibacteriano y antimicoticos se realizé un
ensayo antibacterial. Por ello se evalua la capacidad antimicrobiana del extracto
usando un método por difusion en pozos, el extracto se colocd a diferentes
concentraciones y se retaron contra Escherichia coli (Gram negativo),
Staphylococcus aureus (Gram positivo) y Candida albicans (levadura). Se observé
un halo de inhibicién a la concentracion de 500 ug/mL frete a Escherichia coli, sin

embargo, no se observo inhibicion frente a S. aureus ni contra C. albicans.

La mayor sensibilidad de la bacteria Gram negativa con respecto a las Gram
positivas puede ser explicada por los posibles mecanismos de dafios a la
membrana bacteriana debido al incremento de su permeabilidad y la afectacion de
su estructura. Este dafo se genera por la desestabilizacion de la capa bi lipidica
debido a la interaccion de los terpenos presente en el extracto, con las moléculas

de la membrana.

Ademas, se ha reportado otros mecanismos como el agotamiento de las fuerzas
motrices de protones, coagulacion del contenido bacteriano. También pueden
haber interferido compuestos fendlicos presentes en el extracto que inactivan

enzimas. 1
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9 CONCLUSION

En cuanto al ensayo de toxicidad subaguda se demostré que el extracto
posee un efecto toxico en el higado y rinones causando el incremento de
tamano de estos 6rganos e incrementando la concentracion de la enzima
ALT y la disminucion de urea y del indice BUN.

En el estudio antimicrobiano solo se presentd efecto inhibitorio contra
Escherichia coli a una concentracion de 500 pg/ml.

El extracto presento efecto hipoglucemiante a los 60 minutos a la
concentracion de 150 mg/Kg de peso, comportandose de forma semejante

a tolbutamida.
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10 PROPUESTAS

Realizar el estudio comparativo con el extracto en medio alcohdlico y otros

disolventes diferentes al utilizado.
Realizar una curva de dosis respuesta de DL50.

Realizar el ensayo antibacterial con la concentracion de 500 ug/mL como la

mas baja ya que en esta se presento el efecto.

Realizar estudios fitoquimicos para encontrar las moléculas responsables

de los efectos mostrados.

Determinar la concentracion de ceruloplasmina ya que este es un indicador

de inflamacion.
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