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1. Resumen

En México hay 13.5 millones de personas diagnosticadas con diabetes mellitus tipo 2
(DM2), sin embargo no todas tienen acceso a un buen sistema de salud y en algunas
comunidades prefieren el uso de la medicina tradicional como tratamiento de la
enfermedad. En diferentes estudios en comunidades rurales se ha mencionado el uso de

Hamelia patens como parte del tratamiento para la DM2.

El objetivo de este trabajo fue determinar si la parte aérea (hojas, tallo, flores y frutos) de
H. patens tiene efecto hipoglucemiante, para lo que se hicieron dos diferentes extractos
(acuoso e hidroalcohdlico). Se formaron 7 grupos: control normoglucémico, control
hiperglucémico, hiperglucémico -glibenclamida y para cada extracto se hicieron dos
grupos, a uno de ellos se le administrd la dosis tradicional de extracto y al otro se
administré la dosis tradicional elevada 10 veces; la glibenclamida como los extractos
fueron administrados via oral a ratas WISTAR con hiperglucemia inducida mediante el
modelo STZ-NA

Se realizé cromatografia en capa fina (CCF) de ambos extractos para saber la presencia
0 ausencia de grupos de metabolitos secundarios (flavonoides, terpenos, alcaloides y

glicésidos).

Se comprobd el efecto hipoglucemiante de H. patens para ambos extractos, teniendo
mayor efecto el extracto hidroalcohdlico, ya que muestra diferencias significativas a partir
del T60, mientras que el extracto acuoso muestra su efecto hipoglucemiante de manera
estadistica hasta el T120. Ninguno de los extractos al aumentar la dosis mostré un mayor

efecto hipoglucemiante.

En las pruebas de CCF se observé la presencia de flavonoides agliconas, flavonoides
glicosilados, terpenos y glicésidos. Por medio del célculo del Rf y el uso de los controles
correspondientes se pudo determinar la presencia de quercetina, acido cafeico y acido

clorogénico.

Como conclusion, ambos extractos tienen efecto hipoglucemiante y la diferencia en el
efecto es posible que se deba a que algunos metabolitos se encuentran en mayor

abundancia en el extracto hidroalcohdlico.




2. Introduccion

La diabetes es una enfermedad cronica que aparece cuando el pancreas no
produce insulina suficiente o el organismo no utiliza eficazmente dicha hormona.
El efecto de la diabetes no controlada es la hiperglucemia, que con el tiempo dafia
gravemente o6rganos y sistemas, especialmente los nervios y los vasos
sanguineos (OMS, 2014%).

Se calcula que actualmente existen alrededor de 415 millones de personas en el
mundo padecen diabetes, y se estimé que a finales del 2015 esta enfermedad
provocd 5 millones de muertes y ademas representd un gasto de 673 billones de

dolares en los sistemas de salud (FID, 2015).

El tratamiento de la diabetes incluye insulina, asi como hipoglucemiantes orales,
sin embargo, estos medicamentos tienen efectos adversos, y en el control de esta
enfermedad crénica pierden su efecto; de tal manera que la busqueda de opciones
terapéuticas mas efectivas y seguras continua siendo un area de investigacion
importante. Aunado a esto, existen comunidades rurales en México en las que la
medicina tradicional forma parte importante para el tratamiento de la diabetes
mellitus tipo 2 (DM2); se han registrado mas de 400 tratamientos naturales con
plantas, pero sélo un pequefo numero de estos han recibido evaluacién cientifica
y médica; entre las que se encuentran Cecropia obtusifolia, Allium sativum,
Equisetum myriochaetum, Ipomea batatas, Acosmium pamanense, entre otras
(Garcia, et al, 2009; Andrade-Cetto y Heinrich, 2005).

Hamelia patens ha sido reconocida como una planta importante en el tratamiento
de la (DM2), ya que hay datos publicados de su uso en Oaxaca, San Luis Potosi e
Hidalgo, sin embargo, no tiene estudios farmacoldgicos que lo validen. Por lo cual
en este trabajo se realizé una evaluacion del efecto hipoglucemiante en ratas STZ-
NA; ademas de conocer los principales metabolitos secundarios al realizar
cromatografia en capa fina (CCF).




3. Antecedentes
3.1 Diabetes mellitus (DM)

La diabetes mellitus es un grupo de alteraciones metabdlicas que se caracteriza
por una hiperglucemia cronica dada por defectos en la secrecidén de insulina, su
accion o ambos (ADA, 2013).

La accion deficiente en los 6érganos blanco de la insulina afecta el metabolismo de

carbohidratos, lipidos y proteinas.

De acuerdo con la Asociacién Americana de Diabetes (ADA, 2013) existen 4 tipos

diferentes de diabetes:

e Diabetes tipo 1 (DM1). Es aquella que esta mediada por una respuesta
autoinmune hacia las células B pancreaticas, la cual puede tener diversos
factores genéticos y ambientales. Esta representa del 5 al 10% de los
pacientes diabéticos (ADA, 2013). Los marcadores de la destruccién de las
células B en general incluyen autoanticuerpos del islote de Langerhans, de
insulina y de moléculas de los islotes como la glutamato descarboxilasa
(GAD) e interleucina A-2 (IA-2) (Bilbao J. R. et al, 2000).

Esta forma de diabetes en los pacientes mas jovenes se manifiesta por
primera vez con una cetoacidosis, sin embargo en adultos comienza como
una moderada hiperglucemia en ayuno.

Dentro de este tipo también se encuentra la diabetes idiopatica, en la que
no se sabe su etiologia, pero hay una disminucién de insulina circulante y

una tendencia a cetoacidosis (ADA, 2013).

e Diabetes tipo 2 (DM2).Esta forma representa del 90 al 95% de los pacientes
diabéticos. Comprende a individuos con resistencia a la insulina o con cierta
deficiencia de ésta al menos inicialmente y que con frecuencia no necesitan

insulina para sobrevivir.




La mayoria de los pacientes con esta forma de diabetes son obesos o
tienen mayor porcentaje de grasa corporal distribuida en la region
abdominal. La obesidad causa resistencia a la insulina en cierto grado.

Se diagnostica después de afos de haberla padecido, debido a que la
hiperglucemia se desarrolla gradualmente y en las etapas tempranas no es
lo suficientemente grave como para que el paciente presente alguno de los
sintomas; los cuales son: poliuria, polifagia, polidipsia, pérdida de peso y

fatiga.

e Oftros tipos especificos de diabetes. Estas formas de diabetes se
encuentran agrupadas en: defectos genéticos de la célula B, defectos
genéticos en la accion de la insulina, endocrinopatias, inducida por algunos
medicamentos, causada por alguna infeccién, enfermedades del pancreas
exocrino, formas mediadas por el sistema inmune poco comunes y otros

sindromes genéticos.

e Diabetes gestacional. Se define como cualquier grado de intolerancia a la
glucosa con inicio o primer reconocimiento durante el embarazo. La
definicion se aplica si la condicion persiste o no después del embarazo, y
no excluye la posibilidad de que la intolerancia a la glucosa pueda haber

comenzado de forma conjunta o anterior al embarazo.

3.2 Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)

La DM2 se origina por la combinacién de resistencia a la insulina (RI), que es un
estado patoldgico en el que hay menor eficiencia biolégica de ésta al actuar en sus
organos blanco, condicionando asi su aumento en sangre para compensar el mal
funcionamiento de la hormona; y por alteraciones en el estado funcional de las
células B. El defecto de la célula B en pacientes con DM2 se caracteriza por la

ausencia en la respuesta de la primera fase de secrecidon de insulina y una




respuesta reducida en la segunda fase a una carga de glucosa intravenosa; con
los anos la secrecion de insulina en respuesta al consumo de carbohidratos via
oral se vera alterada (ANCM, 1999; Byrne et al, 2004; Aguilar-Salinas, 2008).

En la figura 1. se observan los cambios fisiolégicos en algunos 6rganos

provocados por la DM2.

Figura 1. Fisiopatologia de la DM2. Tomada de Zamora M. 2012.

3.2.1 Secrecién de insulina y defectos de la célula

La secrecion de insulina estd altamente regulada por la glucosa e implica
retroalimentacion entre el higado, tejidos periféricos y el pancreas. Ademas de ser
regulada por otros nutrientes, hormonas y sefales neuronales (Utzschneider et al,
2004).

La glucosa necesita de transportadores para atravesar la membrana plasmatica
de las células, en el caso de la célula B entra a través del transportador de
glucosa GLUT2. Una vez que la glucosa ingresa a la célula B es fosforilada a
glucosa-6-fosfato por la glucocinasa seguida por el proceso de metabolismo de
ésta, al finalizar habra un aumento en la concentracion de ATP. El ATP es
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transportado al citosol aumentando el cociente ATP/ADP, lo cual hara que se
cierren los canales de Karp, y por consiguiente la despolarizacion de la membrana.
Esta despolarizacion hard que se abran los canales de Ca*" dependientes de
voltaje, aumentando asi la concentracion de Ca®* en el citosol y finalmente

desencadenando la exocitosis de insulina (Fig. 2) (Wollheim y Maechler, 2004).

Figura 2. Esquema de la secrecion de insulina regulada por glucosa. Donde (M) es

mitocondria y (Gl) granulos de insulina.

La insulina tiene una secrecion pulsatil cada 11-14 minutos encargada de regular
produccion de glucosa hepatica y después de una carga de glucosa es secretada
en dos fases, la primera dura de 5-10 minutos y ocurre inmediatamente después
de la ingesta teniendo un gran pico de secrecion, éste disminuye e inicia la
segunda fase que es prolongada, debido a que termina una vez que ya no hay
hiperglucemia. Defectos en la primer fase de secrecion de insulina causan
intolerancia a la glucosa; la secrecion pulsatil de la misma es afectada en la etapa
inicial de la DM2 y con el tiempo la hiperglucemia prolongada tendra un efecto en
la funcién de la célula B, que a largo plazo provocara que se necesite la

administracién de insulina exégena (Leahy, 2008).

-11-



La disfuncion de la célula B puede ocurrir por diversos motivos: toxicidad de la
glucosa, agotamiento de las células f3, lipotoxicidad, alteracion en la biosintesis de

proinsulina y alteraciones en el efecto de las incretinas (Leahy, 2008).
3.2.2 Organos blanco y resistencia a la insulina (RI)

El musculo es un tejido en el que la entrada de glucosa es dependiente de
insulina; durante el estado postprandial absorbe del 80 al 85% de glucosa que
entra al cuerpo y durante el periodo de ayuno los acidos grasos son la principal
fuente de energia. La presencia de lipidos promueve la oxidacién de acidos grasos
e inhibe el metabolismo de la glucosa mediante la inhibicidn de la hexocinasa, la
fosfofructocinasa y la piruvato deshidrogenasa. La alta concentracién de glucosa
evita la oxidacion de acidos grasos al inhibir a carnitina palmitoiltransferasa 1

(CTP1), que es la enzima llave mediada por malonyl-CoA (Muoio et al, 2008).

El tejido adiposo es el érgano de mayor almacenaje de energia en el cuerpo, la
cual se encuentra en forma de triglicéridos. Ademas es un dérgano endocrino,
jugando un papel importante en la sefializacion del musculo esquelético, higado y
el sistema nervioso central al secretar a las llamadas adipocitocinas (leptina,
resistina, adiponectina) y mediadores de la inflamaciéon como el factor de necrosis

tumoral a (TKFa) y la interleucina 6 (IL-6) (Duez y Lewis, 2008).

El receptor de insulina (IR) consta de dos subunidades a extracelulares, que son el
sitio de unién de la hormona y dos subunidades 3, las cuales tienen tres dominios
(extracelular, transmembranal e intracelular). Al unirse la insulina al IR la regién en
contacto con el citosol se autofosforila adquiriendo la actividad de una tirosina
cinasa que puede modificar otros sustratos, siendo los sustratos del receptor de
insulina (IRS) uno de ellos. El sustrato del receptor de insulina-1(IRS-1) activa la
cascada de sefalizacion de la fosfotidilinositol-3 cinasa (IP3-cinasa) en la cual se
activa a la proteina cinasa B (PKB), en el caso de la isoforma B de esta proteina
se desplaza de la membrana celular para fosforilar enzimas claves para el

metabolismo de carbohidratos y en la translocacion de los transportadores de

-12-



glucosa GLUT4, los cuales migran a la membrana celular para permitir la entrada

de glucosa a la célula (Aguilar-Salinas, 2008).

El consumo de una dieta alta en grasas y el desarrollo de la obesidad estan
asociadas con el almacenaje de triglicéridos en sitios diferentes al tejido adiposo,
entre los que se encuentran: musculo esquelético, higado y corazén; asi como un
aumento en el tamafno de los adipocitos. Ademas de que en las personas con
obesidad la lipdlisis no se inhibe en el estado postprandial, sintoma de la RI
(Pérez-Aguilar, 2005).

Existen diferentes mecanismos por los que el IRS-1 se fosforila en residuos de
serina, lo cual interfiere en la activacion de la IP3-cinasa y finalmente en la
translocaciéon del GLUT4 (Pérez-Aguilar, 2005; Muoio et al, 2008):

1) Por intermediarios de lipidos que activan a la proteina cinasa-C6.

2) Por la produccion de citosinas pro-inflamatorias, principalmente al factor de
necrosis tumoral a (TNFa), que se da por las altas concentraciones de
acidos grasos y la formacion de radicales libres de oxigeno que activan a la

enzima IKK-B que promueve la activacion del factor nuclear NF-kj3.

La ceramida también es considerada responsable de la Rl y actua inhibiendo a la
PKB por la proteina fosfatasa 2A (PP2A) y la PKC; ademas de inhibir la -

oxidacion.

El higado es uno de los principales 6rganos determinantes de la homeostasis
glucosa; en estado de ayuno la glucosa se produce mayormente en el higado a
través de la glucogendlisis y la gluconeogénesis para el suministro del sistema
nervioso central. A pesar de que la entrada de glucosa no es dependiente de
insulina, ésta juega un papel muy importante en la produccién de glucosa, ya que
durante el estado postprandial disminuye su produccion al inhibir a la enzima
fosfoenol piruvato carboxinasa (PEPCK) y a la glucosa-6-fosfatasa (G6P); sin
embargo cuando hay RI éstas enzimas no se inhiben y la produccion de glucosa
no se detiene, lo que aumenta los niveles de glucosa en sangre. (Aguilar-Salinas,
2008).

-13 -



3.2.3 Complicaciones

Debido a las altas concentraciones de glucosa en sangre, las personas con
diabetes corren el riesgo de desarrollar una serie de problemas de salud que
pueden desencadenar discapacidad o la muerte (FID, 2013; Donnelly et al, 2000),

los cuales se dividen en:
e Microvasculares

Retinopatia. Es un desorden progresivo en el que la red de vasos sanguineos que

irrigan la retina puede bloquearse y danarse, esto puede provocar ceguera.

Nefropatia. Consiste en proteinuria, la cual a largo plazo puede ocasionar un mal

funcionamiento renal que lleve a necesitar dialisis o un trasplante.

Neuropatia. Se puede manifestar en diferentes formas, sin embargo, la mas
comun es una polineuropatia que afecta principalmente el pie, en la cual se pierde

la sensibilidad ocasionando ulceraciones y en ultimas instancias amputaciones.
e Macrovasculares

Aterosclerosis. Consiste en el bloqueo de las arterias y los principales factores
de riesgo para desarrollar este tipo de complicacién son: DMZ2, fumar,

hipertension, altas concentraciones de colesterol y proteinuria.
3.2.4 Factores de riesgo

Uno de los principales factores de riesgo para que se desarrolle la DM2 es la
obesidad, afeccion que va en aumento en todo el mundo. La Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) y la OMS estiman que en Belice, México y
Estados Unidos, aproximadamente 30% de su poblacién tiene obesidad (INEGI,
2013)

La prediabetes es otro factor de riesgo, el cual, de acuerdo con el comité de
expertos de diagndstico y clasificacién de la DM es un grupo intermedio en el que

los niveles de glucosa en sangre no son tan elevados como para ser
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diagnosticada DM2. Otros factores importantes en el desarrollo de la DM2 son la
dislipidemia con triglicéridos elevados, bajos niveles de colesterol HDL,
hipertension y valores de hemoglobina glicada (HbA1c) de 5.7- 6.4% (ADA, 2013).

Existen a la vez factores genéticos que predisponen a las personas, afectando las
vias de senalizacion y secrecion de la insulina, estos factores se presentan con
mayor frecuencia en algunos grupos étnicos. También se debe tomar en cuenta si

durante el embarazo la glucemia fue elevada (FID, 2013).
3.2.5 Diagnéstico

Existen diferentes pruebas que ayudan al diagndstico de la prediabetes y DM2,

cuadro 1:

e La prueba de glucosa en ayuno consiste en tener un ayunode 8 a 12 hy
posteriormente hacer una medicidn de glucosa en sangre.

e La prueba de tolerancia a glucosa se lleva a cabo después de medir la
glucemia en ayuno, al individuo se le da una carga de glucosa oral (75g de
glucosa anhidra) disuelta en agua; la medicién de glucosa se realiza cada
30 o 60 minutos después de la ingesta, teniendo una duracién de 2 a 3h.

e La prueba de glucosa casual se lleva a cabo en personas que tienen alguno

o varios de los sintomas.

e La HbA1c es un examen que mide la cantidad de hemoglobina que se
glicosila en la sangre. Se recomienda utilizar esta prueba porque cuanto
mas alto sea el nivel de HbA1c, mayor sera el riesgo para el paciente de
desarrollar complicaciones microvasculares (Alvarez Eduardo, et al. 2009),
ademas de que no es necesario dar alguna carga de glucosa o tener un
ayuno para realizarla, la muestra es mas estable y presenta menor
variabilidad (IEC, 2009).
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Cuadro 1. Valores glucosa en ayuno, tolerancia de glucosa, glucosa casual y HbA1c que

determinan el diagnostico de prediabetes y DM2. *valores a las 2h (ADA, 2013).

PRUEBAS PREDIABETES DIABETES
GLUCOSA EN AYUNO 100mg/dl a 125mg/dl 126 mg/dl
TOLERANCIA A LA GLUCOSA 140mg/dl a 199mg/dI* 2 200 mg/dl*
HBA1C 5.7a6.4% 26.5%
GLUCOSA CASUAL > 200 mg/dl

3.2.6 Prevalencia en México

Durante las ultimas décadas el numero de personas que padecen diabetes en
México se ha incrementado y actualmente figura entre las primeras causas de
muerte en el pais (INEGI, 2013). De acuerdo con la Federacién Internacional de
Diabetes en México hay 13.5 millones de diabéticos (FID, 2015). En el 2012 se
estimé que el gasto para el manejo de la diabetes fue de mas de 4,524 millones de
dodlares, tomando en cuenta que unicamente el 85.75% de las personas
diagnosticadas con diabetes atienden su condicién de salud (Hernandez et al,
2013).

3.3 Tratamiento para la DM2
3.3.1 Dieta y ejercicio

La alimentacion es uno de los pilares fundamentales para el control de las
personas con diabetes, siendo parte del tratamiento integral (Kaufer, 2014); en
1994 la ADA enfocd sus recomendaciones nutricionales hacia individuos en
particular, tomando en cuenta su cultura, economia y educacion (Steyn et al,
2004).

De acuerdo con diferentes asociaciones de diabetes se propone un rango de

porcentaje de los nutrientes que se deben consumir diariamente para mantener
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niveles adecuados de glucemia; donde el aporte de carbohidratos sea del 40 al
70%, el de proteinas del 10 al 20% y del 30 al 40% de lipidos; ademas se deben
consumir de 6 a 13 g de fibra soluble y menos de 6 g de sodio (Steyn et al, 2004;
Kaufer, 2014).

La actividad fisica tiene un papel esencial en promover buena salud y en la
prevencion de enfermedades como la DM2 y obesidad; asi como para el

tratamiento de cualquiera de los dos padecimientos (Galbo y Richter, 2004).

En el caso de la DM2, si se sigue una dieta en conjunto con ejercicio leve a
moderado en el estado de post-absorcion se observara una disminucion marcada
de la hiperglucemia; lo cual refleja que ésta mejora la captacion de glucosa en el
musculo inducida por el ejercicio e inhibe el aumento de la produccion de glucosa
hepatica, estos efectos se ven reforzados por el hecho de que la secreciéon y la
concentracion de insulina plasmatica no se ven disminuidas tan facilmente como

en personas sanas (Galbo y Richter, 2004).

La FID ha reconocido que si la dieta y el ejercicio no son suficientes para el
manejo de la DM2 las sulfonilureas y la metformina son la primera opcién para el

tratamiento farmacoldgico (Lebovitz y Melander, 2004).
3.3.2 Hipoglucemiantes orales

Son un conjunto heterogéneo de drogas que se caracterizan por producir una
disminucién de los niveles de glucemia luego de su administracion; cumpliendo
con este propdsito por mecanismos pancreaticos o extrapancreaticos (Chavez
Ortiz et al 2001).
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Cuadro 2. Muestra algunos hipoglucemiantes orales para el tratamiento de la DM2 (Vazquez et al, 2005; Lebovitz y

Melander, 2004; Habener, 2004).

Secretagogos de insulina

Sulfonilureas. Estimulan la primer fase de la
secrecion de insulina debido a que la regidn
sulfonilurea se une de forma especifica al
SUR-1 de K*

dependiente de ATP ubicado en la membrana

receptor acoplado al canal

plasmatica de la célula B pancreatica (Fig. 3).

Meglitinidas. Facilita la liberacion de insulina de
las células B pancreaticas por unidon competitiva
a los receptores de membrana celular de

sulfonilureas, sin embargo, la secrecién de

insulina es mas rapida y dura menos en relacion

con las sulfonilureas.

Incretinas. Son hormonas peptidicas

secretadas por células enteroendocrinas

especializadas, que se encuentran en el
del

pancreas endocrino por reaccion a la glucosa

intestino. Estimulan las secreciones

oral o al consumo de nutrimentos. Se sabe que
(GIP) y el

péptido semejante a glucagon (GLP-1) son las

el polipéptido inhibidor gastrico

principales hormonas derivadas de la incretina.

No secretagogos de insulina

Biguanidas. Incrementa la sensibilidad a insulina
a nivel hepatico, disminuye los niveles de insulina
endogena hasta en 20% y reduce la produccion
los mecanismos de

de glucosa al frenar

glucogendlisis y gluconeogénesis. También
aumenta la sensibilidad en musculo y tejido
adiposo, pero en menor proporcion.

Tiazolidineodinas (TZD). Aumentan la captacion
la sintesis de

de glucosa en el musculo,

glucégeno y  glucdlisis. Disminuyen la
gluconeogénesis hepatica. Modo de accion: se
unen a los receptores nucleares PPAR vy; tienen
como cofactor al acido retinoico y actuan como
factores de transcripcién dando lugar a la sintesis
y expresion de los transportadores GLUT 4 y
enzimas que participan en el metabolismo
intermedio.

de

Inhibidores competitivos y

Inhibidores las a-glucosidasa. Son
reversibles de a-
amilasa pancreatica y de la a-glucosidasa que se
encuentra en el borde de las vellosidades del

intestino delgado; esto conduce a un retardo en la

digestion de polisacaridos, oligosacaridos vy
disacaridos, lo cual finalmente disminuye la
intensidad de los picos de hiperglucemia

postprandial.
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3.3.3 Glibenclamida

Es una sulfonilurea de segunda generacién ya que la cadena alifatica fue
reemplazada por un grupo ciclohexil y el otro extremo de la molécula es
estructuralmente mas compleja que las de la primera generacion; éstas
modificaciones le confieren mayor afinidad al sitio de unién del receptor SUR-1
(Lebovitz y Melander, 2004).

Figura 3. Imagen de la secrecién de insulina mediada por glibenclamida. Donde M es mitocondria y
Gl granulo de insulina. La glibenclamida se une al receptor SUR1 que esta acoplado al canal de K+
dependiente de ATP, esto ocasiona el cierre del canal, provocando la despolarizacién de la
membrana y por consiguiente se abren los canales de Ca2+ dependientes de voltaje; el aumento
de Ca+ en el citosol desencadenara la exocitosis de insulina.
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3.4 Medicina Tradicional

La medicina tradicional es definida como la suma total de los conocimientos,
capacidades y practicas basados en las teorias, creencias y experiencias propias
de diferentes culturas, bien sean explicables o no, utilizadas para mantener la
salud y prevenir, diagnosticar, mejorar o tratar enfermedades fisicas y mentales
(OMS, 2014°).

Esta es reconocida como un recurso fundamental para la salud de millones de
seres humanos y un componente esencial del patrimonio de las culturas (BDMTM,
2009). En los paises en desarrollo y desarrollados es culturalmente aceptada y
ademas de costo accesible en comparacion con la medicina alopata. Uno de los
principales usos en los que ha destacado ha sido para afrontar el incesante
aumento de las enfermedades no transmisibles crénicas. Por lo tanto las
medicinas tradicionales de calidad, seguridad y eficacia comprobada contribuyen a

asegurar el acceso de todas las personas a la atencion médica (OMS, 2014°).

En México se considera medicina tradicional indigena mexicana, al conjunto de
sistemas de atencion a la salud que tiene sus raices en profundos conocimientos
de la salud y la enfermedad que los diferentes pueblos indigenas y rurales han
acumulado a través de su historia, fundamentados en una interpretacién del
mundo (cosmovision), de la salud y enfermedad de origen prehispanico (CDI,
2015).

La medicina tradicional indigena comprende un amplio conjunto de elementos
terapéuticos, que incluyen la herbolaria, productos animales y minerales; asi como
diferentes tipos de masajes, punciones, la utilizacion de frio y humedad, del calor y
humedad, y finalmente la utilizacién de limpia, ensalmos y diversos ritos (CDI,
2015). Siendo las plantas el recurso material mas amplio y valioso de la medicina
tradicional indigena (BDMTM, 2009).
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3.5 Etnofarmacologia

Este término fue utilizado por primera vez en 1967 por Efron. En sus inicios éste
fue usado como el principio del desarrollo de nuevos medicamentos o en el
descubrimiento de alguno; sin embargo en la actualidad la etnofarmacologia se ha
centrado en entender los beneficios y riesgos del uso tradicional de plantas con el

objetivo de contribuir a un mejor uso de los recursos (Heinrich, 2014).

Recientemente se ha definido como el estudio de los usos tradicionales de
compuestos naturales biolégicamente activos con el propdsito de entender sus

acciones terapéuticas (Andrade-Cetto y Heinrich, 2011).

Es una ciencia mutidisciplinaria y se realizan diferentes estudios para tener un

conocimiento global, tales como:

o ldentificacién botanica.

o Realizacion de estudios biolégicos y de biomedicina que ayuden a
comprender los usos tradicionales y la importancia de la planta en la
comunidad.

o Estudios fitoquimicos y descripcion detallada de los extractos.

o Estudios farmacoldgicos in vivo, teniendo controles negativo y positivo,

donde ademas se puedan estandarizar dosis (Heinrich, 2014).

3.5.1 Plantas con actividad hipoglucemiantes

Como sabemos la diabetes es una enfermedad crénica cuya prevalencia va en
aumento. Por ello, ademas de las medidas preventivas y el uso de
hipoglucemiantes orales, es importante que estos presenten pocos efectos
adversos. En este sentido el uso de la fitoterapia en el tratamiento de la diabetes

puede ser de gran utilidad en combinacién con la medicina al6pata (Lopez, 2006).

Alrededor del mundo se han documentado estudios etnofarmacolégicos en donde
aproximadamente 1200 especies son utilizadas para tratar los sintomas de la
DM2, las cuales van desde algas marinas, hasta plantas superiores. De estas
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especies se han aislado alrededor de 200 compuestos con actividad
hipoglucemiante; sin embargo, algunos de éstos le deben ese efecto a su
actividad toxica, principalmente hepatotdxica, por lo cual es de suma importancia
realizar estudios sobre los mecanismos de accion y toxicidad (Marles y
Farnsworth, 1995).

En México a través de estudios etnofarmacoldgicos se han registrado al menos
306 especies, 235 géneros y 93 familias para el tratamiento de la DM2. Entre las
familias mas mencionadas estan: Asteraceae (47 sp), Fabaceae (27), Cactaceae
(16), Solanaceae y Euphorbiaceae (10) y Laminaceae (9) (Andrade-Cetto y
Heinrich, 2005).

Los efectos hipoglucemiantes de algunas plantas usadas en la medicina
tradicional se han confirmado a través de estudios in vivo e in vitro, y los
mecanismos de accion son tema de estudio. La importancia de estos estudios
radica en que los remedios son efectivos, producen efectos secundarios minimos
y son de bajo costo comparados con los agentes hipoglucemiantes orales

sintéticos (Garcia, et al, 2009).

Algunas de las especies que cuentan con estudios para el tratamiento de la DM2

son:

Cecropia obtusifolia. Andrade-Cetto y Wiedenfeld en 2001 aislaron dos
compuestos a los que se les atribuye el efecto hipoglucemiante; acido clorogénico
e isorientina. La dosis media letal (LDsg) del extracto acuoso es de 1450mg/Kg
administrados via i.p.; Revilla-Monsalve, et al, 2007 realizé un estudio clinico, en el
que administr6 una dosis diaria del extracto acuoso durante 32 semanas a
pacientes diagnosticados con DM2. En este trabajo se corroboré el efecto

hipogluceimiante crénico de C. obtusifolia.

Equisetum myriochaetum. Su efecto hipoglucemiante ha sido demostrado en ratas
diabéticas STZ y en pacientes con DM2. Se han aislado flavonoides como
quercetina y kaempferol; sin embargo aun no se conoce el mecanismo de accion
(Andrade-Cetto y Heinrich, 2005).
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Acosmium panamense. Se han hecho estudios de la combinancion de sustancias
aisladas de los extractos butandlico y acuoso en ratas diabéticas STZ, mostrando
efecto hipoglucemiante con diferencia significativa en los tiempos 120 y 180 min.
Los piranos aislados de ésta son los que le dan la actividad hipoglucemiante
(Andrade-Cetto y Heinrich, 2005).

Allium sativum. La administracién oral del extracto etandlico disminuye la glucosa
sérica, colesterol total y triglicéridos en ratas diabéticas STZ, pero no en ratas

normoglucémicas (Garcia, et al, 2009).

Ipomea batatas. Se administré6 durante 6 semanas a 18 pacientes con DM2, al
final de ese tiempo se vio una disminucién en los niveles de colesterol, asi como
de glucosa plasmatica; ademas hubo incremento en la sensibilidad a la insulina
(Garcia, et al, 2009).

3.6 Modelos animales de DM2

La importancia de la existencia de modelos experimentales no solo radica en
conocer la fisiopatologia de las enfermedades; sino también en el desarrollo de
nuevos medicamentos para su tratamiento (Etuk, 2010).

Los biomodelos experimentales para DM2 se clasifican de acuerdo a la forma en

que se les induce diabetes (Arias, 2007).

a) Espontaneos, son aquellos que se encuentran relativamente inalterados y
se mantienen por cruces endogamicos, que proceden de un animal en el
que surgidé espontaneamente la diabetes o se hacen cruces selectivos
favoreciendo algun rasgo fenotipico. De este grupo se dividen a su vez en
2:

o Analogos, que son utilizados como sustitutos de la DM2,
permitiendo conocer todos los aspectos involucrados en la enfermedad.

o Intrinsecos, estos solo representan una parte de la
enfermedad.

b) Inducidos, aqui se reproducen en los animales experimentales una o mas

de las manifestaciones clinicas de la DM2, mediante diferentes métodos,
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dentro de los que destacan: induccion hormonal, manipulacion genética y

administracion de farmacos.

3.6.1 Modelo Estreptozotocina-Nicotinamina (STZ-NA)

El modelo STZ-NA es un modelo experimental de DM2 inducido; propuesto por
Masiello et al, 1998. Su principal objetivo es que haya respuesta de las células B al
administrar glucosa; asi como respuesta a la administracion de secretagogos de
insulina como es el caso de las sulfonilureas. Este modelo se basa en la
administracién intraperitoneal (i.p.) de la nicotinamina (NA) y después de 15 min.

la administracién intravenosa (i.v.) de estreptozotocina (STZ).

Mecanismo de accion de la STZ

La STZ, es un antbidtico derivado de Ila fermentacién Streptomyces
achromogenes, cuya principal actividad es antitumoral y quimicamente es analoga
a otras nitrosoureas. Sin embargo es ampliamente utilizada para inducir
hiperglucemia (Etuk, 2010).

Consta de dos fracciones, una glucosa, que le confiere afinidad por el GLUT2 y la
fraccion metil-nitrosourea, ésta alquila el ADN al transferirle un grupo metilo (Fig.
4). Para reparar el dafo se activan mecanismos intracelulares como la
sobreestimulacién de la poli (ADP-ribosa) polimerasa-1 (PARP-1), esta enzima
utiliza como sustrato a la coenzima Nicotinamida Adenina Dinucleétido (NAD"), la
cual es una molécula importante en el metabolismo de ATP, por lo que si NAD"
disminuye también disminuira el ATP en las células y por lo tanto la célula morira.

También hay gasto de ATP debido a que la STZ induce dafo mitocondrial al
disminuir la actividad de la aconitasa, reduce el consumo de oxigeno y el potencial

de membrana mitocondrial (Szkudelski, 2012).
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Mecanismo de accion de la NA.

La NA es la forma amida de la vitamina B3 (Fig. 4).
¢ Inhibicion de PARP1, la cual es de origen competitivo, debido a que la NA

bloquea la union de NAD™ al dominio catalitico de la enzima.

e Suministro de NAD", debido a que la NA es un precursor de NAD+
(Szkudelski, 2012).

= NH,
X

N

Nicotinamida Estreptozotocina

Figura 4. Estructura quimica de los farmacos utilizados para la induccién de
hipergluce

3.7 Cromatografia en Capa Fina (CCF)

La fitoquimica es el estudio de los productos del metabolismo, primario y
secundario, asi como el aislamiento e identificacion de los constituyentes de la
misma (Hall, 1957).

Los metabolitos secundarios se dividen de acuerdo a su estructura quimica en tres
principales familias: terpenos, fenoles y alcaloides; los cuales tienen propiedades
biolégicas como antioxidantes, antimicrobianos, estimulantes del sistema inmune,

moduladores de hormonas del metabolismo, anticancerigenos, etc.

A través de estudios fitoquimicos se han descubierto y aislado nuevos compuestos

utiles para el tratamiento de la DM2 (Saxena, et al, 2013).

La CCF es una de las técnicas cromatograficas mas utilizadas, debido a su rapida

y facil evaluacién visual. Se ha convertido en un método ideal para el analisis de
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extractos de plantas (Wagner et al, 1984), ya que permite determinar el numero

de compuestos en una mezcla, identificarlos y purificarlos (UMA, 2014).

El principio basico de la cromatografia consiste en una distribucion desigual entre
dos fases: estacionaria y moévil, de un determinado compuesto. Esto permite
separar una mezcla en sus componentes de acuerdo a su polaridad en un sistema

(Marcano y Hasegawa, 2002).

En la CCF la fase estacionaria mas utilizada es el gel de silice y la alumina. El
proceso de adsorcidon se debe a interacciones dipolo-dipolo o puentes de
hidrégeno; por lo cual la fase estacionaria debe ser inerte con las sustancias a
analizar. Y el orden de elucion se incrementa al aumentar la polaridad de la fase

movil, la cual puede ser un disolvente o varios miscibles entres si (UMA, 2014).

Para comparar las muestras es importante conocer el valor Rf, que es la relacién
entre las distancias recorridas por el soluto y por el eluyente desde el origen del
punto de aplicacion y es constante para cada compuesto en condiciones

cromatograficas determinadas (UMA, 2014).

distancia recorrida por el compuesto

distancia recorrida por el eluyente

3.8 Hamelia patens Jacq.

Arbusto o arbol de hasta 3m de altura con hojas opuestas o agrupadas de 3 a 5.
Flores tubulares rojas o naranjas, ubicadas en la parte terminal. Los frutos son
globosos o alargados, de color rojo tornando a negro (Fig. 5) (BDMTM, 2009).
Puede crecer en varios tipos de suelos, desde arcillas pesadas hasta de alta
alcalinidad; sin embargo prefiere suelo arcilloso o areno-arcilloso (Ahmad et al,
2012).
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Taxonomia

Reino: Plantae

Clase: Equisetopsida.
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Asteranae
Orden: Gentianales
Familia: Rubiaceae
Género: Hamelia

Nombre botanico: Hamelia patens Jacq. _ ,
Figura 5. Imagen de Hamelia

patens. Tomada de BDMTM,
2009.

Distribucion

Se distribuye del sur de los Estados Unidos hasta Argentina. (Fig. 6) (Conabio,
2009).

En México se encuentra en Campeche, Chiapas, Hidalgo, Jalisco, Morelos,
Nayarit, Oaxaca, Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Tabasco,
Tamaulipas, Veracruz, Yucatan. En los diferentes estados es conocida como;
balletilla, tochomite, trompetilla, coralillo, hierba coral, madura zapote y madura
platano (CONABIO, 2009; BDMTM, 2009).
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Referencias

Figura 6. Mapa de referencias donde se ha determinado la distribucion de H.
patens. Denotando verde intenso los lugares con mas referencias y verde tenue los
paises con sélo pocas referencias. Tomado de www.tropicos.org 2015.

Usos en la medicina tradicional mexicana.

En la medicina tradicional mexicana tiene reportados 42 usos diferentes (Ahmad et
al, 2012); entre los que destacan su uso como diurético, problemas de gastritis,
anti-inflamatorios, diarrea, cancer de estdmago, desordenes ginecoldgicos,
lesiones dermatolégicas, anemia (Andrade-Cetto, 2009; Alonso et al. 2011);
también ha sido reportada para el tratamiento de diabetes en los estados de
Oaxaca, San Luis Potosi e Hidalgo (Alonso et al, 2012; Castro et al, 2014;
Andrade-Cetto y Heinrich, 2005). El grupo de trabajo de Etnofarmacologia de la
Facultad de Ciencias report6 en 2012 que H. patens es utilizada para el

tratamiento de la DM2 (Com. Pers. Isabel Escalante, 2012).
Uso en la comunidad

En las comunidades de Tlanchinol y San Salvador en Hidalgo, H. patens es

utilizada para el tratamiento de la DM2.

Para ello el especialista en plantas Isabel Escalante recomienda hervir
aproximadamente 20g de la parte aérea de la planta seca en 500 ml de agua y

beberla durante el dia como “agua de uso”.
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Estudios fitoquimicos

En el extracto metandlico se han encontrado la presencia de alcaloides oxindoles
pentaciclicos como la isopteropodina, rumberina, palmirina, maruquina, alcaloide
A, B y C; entre otros compuestos estan la apigenina, efedrina, flavononas,
isomaruquina, narirutina, pteropodina, acido rosmarinico, rutina, seneciofilina,
especiofilina y taninos (Reyes et al, 2004; Ahmad et al, 2012). En el extracto
etandlico se encontrd; acido caféico, acido shikimico, acido quinico, fitol, fitosterol,
escualeno, acido oleandlico y acido ursolico (componente principal), mitrafilina y

tocoferoles (Alonso et al, 2015).
Estudios sobre toxicidad

Alonso et al, 2015 realiz6 dos estudios de toxicidad del extracto etandlico en

ratones:

Agudo; se usaron dos vias de administracion; oral (v.0.), para el cual no se
observo ningun sintoma de toxicidad; e intraperitoneal (i.p.), en este caso a partir
de la dosis de 2500mg/Kg se observd un déficit neuroldégico que incluia
inmovilidad y sedacion después de 4h de haber sido administrado, por lo cual se
considera que hay una toxicidad moderada. En ninguno de los casos hubo cambio

en el peso de los ratones, ni cambio aparente en los 6rganos.

Subagudo; se midieron parametros hematolégicos, donde se determind que el
extracto etandlico no produce anemia, cambios en los eritrocitos ni afecta la
produccion de hemoglobina; aunque hubo aumento en los leucocitos y neutréfilos,
estuvo dentro de los limites fisiolégicos; para el caso de los parametros
bioquimicos se observaron cambios en algunos, sin embargo, fueron minimos, por

lo que no se pudo diagnosticar falla renal o hepatotoxicidad.
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4. Justificacion

La DM2 se ha convertido en un gran problema de salud en México y en diversas
comunidades la medicina tradicional juega un papel imprescindible para su
tratamiento, por lo cual es importante conocer sobre la medicina tradicional y

evaluar el efecto de las plantas utilizadas.

Se han realizado diversos estudios etnofarmacologicos en los que senalan a H.
patens como una de las plantas utilizadas para el tratamiento de la DM2, por lo
que es de suma importancia realizar estudios farmacoldgicos para iniciar la

validacion de su uso.
5. Objetivos
Objetivo general:

* Determinar si los extractos (acuoso e hidroalcohdlico) de H. patens tienen

efecto hipoglucemiante agudo en ratas STZ-NA.

Objetivos particulares:
» Evaluar el efecto del extracto acuoso de H. patens a dos diferentes dosis en
ratas STZ-NA
« .Evaluar el efecto del extracto hidroalcohdlico de H. patens a dos diferentes
dosis en ratas STZ-NA
« Mediante la técnica de cromatografia en capa fina determinar los
metabolitos secundarios presentes en los extractos (acuoso e

hidroalcohdlico) de H. patens.

6. Hipotesis
1. El extracto A de H. patens tiene efecto hipoglucemiante en ratas STZ-NA.
2. El extracto HA de H. patens tiene efecto hipoglucemiante en ratas STZ-NA.
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7. Método

7.1 Colecta de H. patens

Se realizd en la carretera del municipio Tepehuacan de Guerrero, Hidalgo;
colectandose la parte aérea de la planta (hojas, tallo, flores y frutos), de las cuales
se seleccionaron 5 ejemplares para muestra de herbario.

Su identificacion se realizoé en el Herbario de la Facultad de Ciencias, por el M. en

C. Ramiro Cruz Duran. Los ejemplares fueron depositados en el Herbario

medicinal del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) con el No de herbario

16172.
La parte aérea de la planta se colocé en una camara de secado en el Laboratorio
de Ambientes Controlados de la Facultad de Ciencias, UNAM y posteriormente fue

triturada para la elaboracidn de los extractos.

7.2 Obtencion de extractos

Extracto Acuoso

Se calentaron 500ml de agua destilada en una parrilla de agitacion, una vez que
llegd a su punto de ebullicion se agregaron 20g de la planta, se mantuvo a esta
temperatura durante 15 minutos, posteriormente se filtré al vacio con tierra
diatomacea J.T. Baker®. Se congelé a una temperatura de -40°C en un
ultracongelador REVCO durante 24h y finalmente se secé en la liofilizadora
LABCONCO® por aproximadamente 24h.

Extracto hidroalcohdlico

Se utilizaron 250ml de agua destilada y 250ml de etanol, se le agregaron los 20g
de planta y se mantuvo a una temperatura de 30 a 40°C en agitacion durante 3h,
el extracto se filtrd al vacio con tierra diatomacea J.T. Baker®.

Al resto de la planta se le agregaron otros 250ml de agua destilada y 250ml de
etanol, para realizar una segunda extraccion, la cual también se filtré al vacio.
Ambas extracciones se colocaron en el rotavapor Blchi® para eliminar el etanol y

la mayor cantidad de agua posible, lo que quedo se congelé a -40°C en el
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ultracongelador REVCO durante 24h. Por ultimo se colocod en la liofilizadora

LABCONCO® aproximadamente durante 24h, obteniendo asi el extracto seco.

7.3 Calculo de la dosis y DER (Drug extract ratio)
Para determinar la dosis que se administré a las ratas, se peso el extracto, el peso
final se multiplicd por el peso inicial y se dividio entre 70 Kg, ya que es el peso

promedio de una persona.

El DER es la relacion de la masa del material vegetal inicial (droga herbal) con
respecto a la masa del extracto resultante (preparacion herbal); dandole valor =1 a
la preparacién herbal. Cabe sefialar que el resultado es influenciado por el
material vegetal utilizado, el solvente para la extraccién, la forma de extraccion y el

equipo utilizado para la misma (Vlietinck et al, 2009).

Droga herbal

DER = x:1

Preparacion herbal -

7.4 Animales de experimentacion
Se utilizaron ratas WISTAR de ambos sexos con una edad de dos meses y pesos
aproximados de 200 a 250 g, se mantuvieron en condiciones de bioterio con libre

acceso a alimento y agua, a una temperatura de 20 a 25°C y un fotoperiodo 12/12.

7.5 Induccion de hiperglucemia mediante el modelo STZ-NA

El lote de ratas se dejé en ayuno de 12 horas y fue pesado para el calculo de la
dosis de STZ y NA a inyectar.

Un dia antes de la induccién se preparé la STZ a una dosis de 65 mg/Kg, ésta fue
disuelta en 1 ml/Kg de buffer de acetatos a un pH de 4.5. La NA se prepar¢ el dia
de la induccién a una dosis de 150 mg/Kg, ésta se disolvié en 2 ml/Kg de solucion

fisiologica al 0.9%.
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Se administraron 2 mI/Kg de NA via intraperitoneal; pasando 15 minutos se

administré 1 ml/Kg de STZ via intravenosa.

7.6 Estudio farmacolégico

1. Se formaron 7 grupos de 11 ratas cada uno: 1. Control Normoglucémico (CN),
2. Control Hiperglucémico (CH), 3. Hiperglucémico + Glibenclamida (H-G), 4.
Hiperglucémico + Extracto acuoso dosis tradicional (H-A), 5. Hiperglucémico +
Extracto acuoso dosis X10 (H-AX10), 6. Hiperglucémico + Extracto
hidroalcohdlico dosis tradicional (H-HA) y 7. Hiperglucémico + Extracto
hidroalcohdlico dosis x10 (H-HAX10), (Cuadro 3).

Cuadro 3. Grupos formados y tratamiento administrado.

Grupo Tratamiento
1. CN 1.5ml de solucion fisiologica (6 Qy5 &)
2. CH 1.5ml de solucioén fisiolégica (6 2y 5 J)
3. H-G 5mg/Kg glibenclamida en 1.5 ml de solucién fisioldgica. (7 @y 4 &)
4. H-A 30mg/Kg de extracto acuoso en 1.5 ml de solucion fisiolégica. (7 @ y 4 &)
5. H-AX10 300mg/Kg de extracto acuso en 1.5 ml de solucion fisiologica. (59 y 6 &)
6. H-HA 60mg/Kg de extracto etanol-agua en 1.5ml de solucién fisioldgica. (52 y 6 &)
7. H-HAX10 600mg/Kg de extracto etanol-agua en 1.5ml de solucion fisiologica. (52 y 6 &)

2. Para la medicion de glucosa en sangre se utilizé el glucometro Accutrend®
Plus y las tiras reactivas Accutrend® Glucose. La muestra de sangre se
obtuvo de la vena caudal de la rata ya que tiene menos terminaciones
nerviosas. La glucemia se midi6 60 minutos después de administrar el
tratamiento, las mediciones siguientes se hicieron cada 60 min. durante 3

horas.
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7.7 Estadistica

Los resultados fueron analizados mediante ANOVA de un factor seguido de la
prueba Tukey, considerando una p< 0.05 al cumplir con los criterios de
homocedasticidad de varianza y distribucion normal.

Se compararon el grupo CH con el CN.

Los grupos H-G, H-A, H-AX10, H-EA e H-EAX10 se compararon con respecto al
CH para determinar si habia diferencia significativa en el efecto hipoglucemiante.
Y para todos los grupos se realizé una prueba estadistica para determinar si habia

diferencia significativa entre los tiempos con respecto al TO.

7.8 CCF
Se realiz6 para ambos extractos con el fin saber el tipo de compuestos presentes
en cada extracto, usando diferentes fases maviles, en las que se pueden detectar

flavonoides agliconas, flavonoides glicosilados, terpenos, glicésidos y alcaloides.

Para todos los analisis de CCF se pesaron 5mg de ambos extractos y en la placa
se aplicaron 10ul de cada extracto y 1l de cada control.

Se utilizaron placas TLC silica gel 60 F245 de 6 cm de largo por 5 cm de ancho
para la identificacién de flavonoides glicosilados y agliconas, y de 5 cm de largo

por 4 cm de ancho para terpenos, alcaloides y glicésidos.

Para la identificacion de flavonoides agliconas los extractos se disolvieron en
500ul de metanol, como controles se utilizaron quercetina (fig. 8) y acido caféico
(fig. 7). La fase movil fue diclorometano: metanol (9:1) y el revelador utilizado fue
el acido difenilbourinico.

En el caso de los flavonoides glicosilados los extractos se disolvieron en 500pl
de metanol y 200ul de agua, se usaron como controles rutina (fig. 10) y acido
clorogénico (fig. 9). La fase mévil fue acetato de etilo: acido férmico: acido acético:
agua (10:1.1:1.1:2.6) y el revelador utilizado fue el acido difenilbourinico.
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Para los terpenos los extractos se disolvieron en 500 uyl de metanol y como
control se utilizé timol. La fase movil fue hexano: acetato de etilo (8.5:1.5) y el
revelador utilizado fue vainillina (0.5g de vainillina en 50ml de acido sulfurico) y

posteriormente se calenté en la parrilla.

Para la identificacion de glicésidos se disolvieron los extractos en 500 ul de
metanol y 100 ul de agua, se usaron como controles sacarosa y glucosa. Como
fase movil se usé propanol: acetato de etilo: agua: acido acético (4:3.5:1.5:1) y se
reveld con sulfato cérico (22 ml de acido sulfurico, 350 g de hielo y 16 g de sulfato

cérico).

Finalmente para identificar alcaloides los extractos se disolvieron en 500 pl de
metanol, el control utilizado fue quinina. La fase movil fue diclorometano: metanol:
hidroxido de amonio al 25% (8.5:1.4:0.1) y el revelador utilizado fue Dragendorff:
solucién 1(0.85g de nitrato de bismuto basico en 40ml de agua destilada y 10ml de
acido acético al 99%) y solucion 2 (2.8g de ioduro de potasio en 20ml de agua
destilada).

% Las placas de flavonoides glicosilados y agliconas se analizaron con el
software VideoScan® (CAMAG). El cual consiste en convertir imagenes
digitalizadas de CCF en curvas analogas basadas en la absorbancia o

fluorescencia de las bandas separadas.
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8. Resultados

8.1 Calculo DER
El extracto hidroalcohdlico tuvo mayor rendimiento que el extracto acuoso, ya que
se requirieron menos partes de la droga herbal para una parte de la preparacion
herbal (Cuadro 4).

Cuadro 4. Rendimiento de cada extracto de acuerdo con el DER.

Extracto Droga herbal Preparacion Rendimiento
herbal

Acuoso 209 2.097 10:1

Hidroalcohdlico 209 3.962 5:1

8.2 Estudio farmacoldégico

De acuerdo con los resultados en el estudio farmacolégico el grupo CH muestra
diferencia significativa en todos los tiempos con respecto al CN. El grupo H-G
tiene una respuesta hipoglucemiante a partir del T60 y se observa diferencia

significativa a partir del mismo tiempo (Cuadro 5).

En el caso del grupo H-A y del H-AX10 se observa diferencia significativa a partir
del T120 con respecto al CH y con respecto a sus TO, y el efecto se ve aumentado
en el T180.

En los grupos H-HA y H-HAX10 el efecto hipoglucemiante con diferencia
significativa se dio a partir del T60 con respecto a su TO y al grupo CH, y este

efecto se vio en aumento en los siguientes dos tiempos.
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Cuadro 5. Media de cada tiempo de los diferentes grupos, asi como el error estandar. “1”
representa diferencia significativa (ds) entre el grupo CH con respecto al CN; “2” indica la
ds de los grupos H-G, H-A, H-AX10, H-HA y H-HAX10 con respecto al CH y “a” denota ds
entre los diferentes tiempos de cada grupo con respecto a su TO.

Grupos TO T60 T120 T180

1. CN 125 + 2 131+ 4 126 + 2 124 + 3

2. CH 197 £+ 7' 188 + 9' 189 + 11’ 194 + 10’
3. H-G 203+ 9 153 + 1122 124 + 52 112 + 422
4. H-A 202 + 4 190 + 10 161 + 8% 152 + 422
5. H-AX10 2015 187 £+ 6 163 + 522 151 + 522
6. H-HA. 191+5 164 + 6°2 149 + 322 137 + 22
7. H-HAX10 1883 163 + 322 153 + 522 144 + 322

En la figura 11. se observan de forma grafica los datos mostrados en el cuadro 6.
De esta forma se muestra que el grupo CN mantiene los niveles de glucemia
durante todo el experimento, al igual que el CH muestra hiperglucemia sin
diferencia significativa en todos los tiempos. También se aprecia que el
comportamiento de los grupos experimentales H-A y H-AX10 es muy similar. El
grupo H-HA en el ultimo tiempo tiene valores mas bajos de glucemia que el H-

HAX10, sin embargo no hay diferencia significativa entre éstos.
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Glucemia en ratas Wistar
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Figura 11. Gréfica de las medias de glucemia de cada tiempo de los grupos con su respectivo
tratamiento. “1” representa diferencia significativa (ds) entre el grupo CH con respecto al CN;
“2” indica la ds de los grupos H-G, H-A, H-AX10, H-HA y H-HAX10 con respecto al CH y “a”
denota ds entre los diferentes tiempos de cada grupo con respecto a su T0.
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8.3 CCF
En el cuadro 6 se observan el numero de bandas identificadas en la CCF de los
grupos de metabolitos secundarios detectados o no en los extractos HA y A de H.

patens y en las siguientes figuras se aprecian las fotos de las placas realizadas.

Cuadro 6. Numero de bandas detectadas en CCF para las diferentes pruebas de metabolitos
secundarios los extractos HA v A de H. patens.

Extractos Flavonoides Flavonoides Terpenos Alcaloides  Glicésidos
agliconas glicosilados

Acuoso 5 4 1 - 1

Hidroalcoholico 13 7 3 - 1

Figura 12. Imagen A: Flavonoides agliconas, donde Q es quercetina y A.ca es acido
cafeico. Imagen B: Flavonoides agliconas, donde A.cl es acido clorogénico y R rutina. En
ambas imagenes HA es extracto hidroalcohdlico y A extracto acuoso.
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En la imagen A se observa la presencia de Q y A.ca, sin embargo, en el extracto
E-A parece haber mayor concentracion de los dos. También se observan otros
compuestos fendlicos (bandas amarillas y azules). En la imagen B se observa la

presencia de A.cl. en ambos extractos.

El perfil cromatografico de las placas de flavonoides glicosilados y agliconas se
muestra en el ANEXO 1 tabla 1 y figura 2. En la tabla 1.se observa que el valor Rf
de los controles (quercetina, acido cafeico y acido clorogénico) corresponde al de
los compuestos encontrados en el extracto HA y el de (quercetina y acido
clorogénico) al de los detectados en el extracto A. La figura 2A) muestra la
presencia de quercetina en ambos extractos y que el acido cafeico es un
compuesto abundante en el extracto HA y en la figura 2B) se identifica que el
acido clorogénico es el compuesto mas abundante en el extracto HA mientras que

en el extracto A es el segundo mas abundante.

Figura 13. Imagen C placa para la deteccion de terpenos donde T es timol y (*) sefiala la presencia de
terpenos en los extractos. Imagen D placa para deteccién de glicésidos donde S es sacarosa y G glucosa y
(*) sefala la banda que indica presencia de glicésidos. Imagen E placa para detectar Alcaloides donde Q es
quinina. Para las tres placas HA es extracto hidroalcohdlico y A extracto acuoso

-41 -



En la imagen C se observan 3 bandas de terpenos en el extracto HA y una en el
A. En la imagen D se observa que en ambos extractos se encuentra el mismo
glicosido. En la Imagen E no se detectaron alcaloides en ningun extracto.

8. Discusion

La DM2 es una enfermedad crénica que se ha convertido en un grave problema
de salud en México, por lo que se deben buscar nuevas alternativas al tratamiento
ya conocido y una forma es el estudio de la medicina tradicional, ya que estudios
etnofarmacolégicos han tenido mayor eficiencia que los de bioprospeccion (Marles
y Farnsworth, 1995). De acuerdo con Andrade-Cetto y Heinrich 2005 hay
alrededor de 306 especies de plantas utilizadas en México para el tratamiento de
la DM2; sin embargo no se ha reemplazado el uso de farmacos, ya que solo muy
pocas de éstas tienen estudios cientificos; sin mencionar el costo del
financiamiento y el tiempo requerido para tener los estudios necesarios para la
regulacion de acuerdo a la FDA (Food and Drug Administration) (Marles y
Farnsworth, 1995).

H. patens ha sido mencionada en diversos estudios para el tratamiento de la DM2
en la medicina tradicional mexicana, por lo que en este trabajo se inicia su estudio

farmacoldgico.

Los modelos animales tienen un papel muy importante en la evaluacién de nuevos
farmacos, en el caso de este estudio se utilizé el modelo STZ-NA propuesto por
Masiello en 1998. Se indujo hiperglucemia a ratas WISTAR y al comparar el grupo
CN con el CH se determin6 que hay diferencia significativa en todos los tiempos,
lo cual nos indica que la STZ tiene un efecto citotéxico en las células f3
pancreaticas; asi mismo al comparar el grupo CH y el H-G se observa que la
glibenclamida tiene efecto hipoglucemiante a partir del T60, lo que nos dice que
hay secrecion de insulina, que se debe al efecto citoprotector de la NA.

En todos los grupos experimentales se observo una disminucién en la glucemia

basal; a pesar de que se administraron dos dosis diferentes de ambos extractos
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no se observd un mayor efecto hipoglucemiante con la dosis alta, lo cual puede
deberse a que la absorcion no haya sido completada durante los tiempos de

medicion de la glucemia.

A lo largo de la historia diferentes compuestos se han aislado por su efecto
hipoglucemiante, entre los que destacan; mucilagos, glicésidos y proteinas. En
menor proporcion también se han identificado flavonoides, esteroides, triterpenos
y alcaloides (Pérez G.R.M, et al, 1998). En este trabajo se realiz6 CCF para
determinar si los extractos contienen alcaloides, flavonoides agliconas, flavonoides
glicosilados, terpenos y glicésidos; de los cuales el unico con resultado negativo
fue la CCF de alcaloides (Fig. 13, imagen E). En cuanto a la placa realizada para
la deteccidén de terpenos (Fig. 13, imagen C) se observa que hay presencia en
ambos extractos, sin embargo por lo tenue de las bandas se cree que hay muy
poca concentracion de éstos. En el caso de los glicésidos (Fig. 13, imagen D) se
observa una gran banda que tiene el mismo valor Rf para los dos extractos; seria
interesante poder identificarlo y determinar si tiene un papel importante en el
efecto hipoglucemiante de H. patens, ya que como se ha mencionado los
glicésidos son de los grupos que con mayor frecuencia se encuentran con dicho

efecto.

La CCF es una herramienta sencilla y rapida que permite determinar si dos
muestras presentan el mismo compuesto, lo cual se realiza al comparar el valor de
Rf de las bandas de interés (UMA, 2014). De acuerdo con los resultados obtenidos
en la CCF de flavonoides agliconas (Fig. 12, imagen A) se observa la posible
presencia de quercetina, acido cafeico, y en el caso de la placa para flavonoides
glicosilados (Fig. 12, imagen B) la de acido clorogénico en ambos extractos; para
confirmarlo se utilizé el software VideoScan® (CAMAG) para obtener el perfil
cromatografico de cada uno de los extractos (HA y A) y controles (acido
clorogénico, quercetina y acido cafeico) a partir de las fotos de las placas de
flavonoides glicosilados y agliconas con el fin de calcular su Rf y compararlos
entre si (Ver ANEXO 1 tabla 1 y figura 1.); siendo este un método sencillo y

funcional como herramienta para demostrar la presencia de acido clorogénico,
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quercetina y acido cafeico en el extracto HA y la de quercetina y acido clorogénico
en el extracto A, asi como también para comparar cualitativamente las
proporciones de los compuestos estudiados en cada extracto (Ver ANEXO 1 figura
2.). La rutina es uno de los compuestos que se encuentra presente en H. patens
(Ahmad et al, 2012); sin embargo en el caso de este trabajo no se pudo

determinar con el control utilizado.

Cabe destacar que el acido clorogénico, la rutina y la quercetina tienen estudios
farmacolégicos en los que se comprueba su efecto hipoglucemiante
(Kamalakkannan y Mainzen, 2006; Torres-Piedra M. et al, 2010; WeiOng K. et al,
2013).

El acido clorogénico actua inhibiendo a la enzima (G6P), que es clave en la
glucogendlisis y gluconeogénesis. Estudios recientes también han demostrado
que tras administrar via intraperitoneal durante dos semanas el acido clorogénico
estimula la entrada de glucosa al musculo esquelético a través de la activacion de
AMPK aumentando la expresion y traslocacion del GLUT 4 (WeiOng K. et al,
2013).

La rutina es un flavonoide glicosilado que al ser administrado de forma crénica en
ratas STZ ha mostrado tener un efecto hipoglucemiante al disminuir el consumo
de alimento. Por su capacidad antioxidante elimina radicales libres e inhibe la
peroxidacion de lipidos lo cual es de gran importancia porque previene el estrés
oxidativo y protege a las células [B; también se observdé un aumento en la

secrecion de insulina y disminuyé la HbA1c (Kamalakkannan y Mainzen, 2006).

De acuerdo a estudios realizados por Torres-Piedra M. et al, 2010 se determiné
que uno de los mecanismos de accion de la quercetina es mediante la inhibicion
de la enzima 11b-hidroxisteroide deshidrogenasa tipo 1 (11b-HSD1) que se
encarga de mediar a la hormona glucocorticoide; los glucorticoides son
antagonistas de la insulina y promotores de la gluconeogénesis. También en un
estudio subagudo se observd disminucion de colesterol, triglicéridos, colesterol

LDL y un aumento significativo de colesterol HDL.
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Continuando con el analisis del efecto hipoglucemiante en la figura 12 se observa
que en el grupo H-A la disminucién significativa de glucemia es a partir del T120,
por lo cual se sugiere que no es el aumento en la secrecion de insulina lo que
desencadena el efecto hipoglucemiante y se propone que el acido clorogénico es
el que actua en mayor proporcion al inhibir a la glucogendlisis. En el caso del
grupo H-HA el efecto hioglucemiante con significancia inicia a partir del T60, lo que
nos dice que ademas del acido clorogénico hay uno o mas compuestos actuando

en este grupo.

Finalmente los compuestos fendlicos también son importantes debido a sus
propiedades antioxidantes, asi ademas de controlar la hiperglucemia, también
estarian disminuyendo el desarrollo de las complicaciones micro vy
macrovasculares que han sido ligadas al estrés oxidativo (Andrede- Cetto y
Heincrich, 2005).

10. Conclusiones

Con este trabajo podemos concluir que los extractos A y E-A de H. patens tienen
efecto hipoglucemiante en un estudio agudo; obteniendo mejores resultados con el
extracto E-A. Sin embargo, ninguno presentd una relacién dosis- respuesta
durante las tres horas de medicion, por lo cual se propone alargar el tiempo de

medicidon o se aumente la dosis.

En las pruebas de CCF se identific6 la presencia de glicosidos, terpenos,
flavonoides agliconas y flavonoides glicosilados. En general los compuestos
fendlicos fueron los que se encontraron con mayor diversidad; siendo el extracto
E-A el que presenté mayor cantidad de compuestos. Los alcaloides no se pudieron
identificar, pero se sugiere utilizar una extraccion alcaloidica para poder dilucidar

Su presencia o no en estos extractos.

Con el perfil cromatografico realizado a las placas de flavonoides glicosilados y
agliconas se logré confirmar la presencia de quercetina, acido cafeico y acido
clorogénico en el extracto E-A y la de quercetina y acido clorogénico en el extracto
A.
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Se propone realizar otros estudios fitoquimicos y farmacoldgicos que ayuden a
determinar el o los mecanismos de accion de la planta, asi como estudios cronicos
para la evaluacion de la toxicidad y validar el uso de H. patens en la medicina

tradicional mexicana como coadyuvante en el tratamiento de la DM2.
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Anexo 1

Cuadro 1. Comparacian de las controles y 1as bandas detectadas en

los extractos.
STANDARD Rs calculated Eextract W extract
Caffeic acid 0.260 0.251 -
Quercetin 0,568 0.550 0.568
Chlorogenic Acid 0.624 0.614 0.617
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