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para el tratamiento de la diabetes mellitus. En este trabajo se propuso el aislamiento
de compuestos a partir de las hojas de esta planta y evaluar in vivo su efecto hipoglu-
cémico, antihiperglucémico y antidiabético para revisar si podian intervenir en la regu-
lacion de los niveles de glucemia. Como un acercamiento al mecanismo de accion, se
evalud in vitro la inhibicién de las enzimas alfa glucosidasa y alfa amilasa. La caracteri-
zacion quimica de los compuestos obtenidos se realizé por técnicas espectroscopicas
y espectrométricas.

Contribuciones y Conclusiones: El extracto metandlico secuencial de las hojas de C.
boissieri mostré efecto hipoglucemiante y antihiperglucemiante. A partir de este extrac-
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Ademas que en este trabajo se reporta por primera vez la presencia de quebrachitol en
esta especie.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) hoy en dia permanece como una de las
enfermedades mas dafiinas para el hombre, con efectos y sintomas que
trascienden en el tiempo si no se trata adecuadamente. Causante de un
desbalance en lo que respecta al metabolismo de los carbohidratos, se
establece de manera crdnica cuando no se detecta a tiempo; por lo que afecta
desde la salud fisica del paciente hasta el modo de vida de quien la padece.
Dependiendo del grado de severidad y la etapa en que se detecte, se
requeriran distintos cuidados. Este padecimiento no solo afecta a los adultos, ya
que recientemente también ha habido un incremento en los casos infantiles de
DM. Este aumento en la incidencia es consecuencia, entre otros factores, del
aumento del peso corporal promedio y del cambio que se ha tenido en el modo
de vida de la sociedad en los ultimos afios, que en la actualidad es mas

sedentaria.

El aumento en la ingesta caldrica y la disminucion de las actividades fisicas
contribuyen substancialmente al desarrollo de enfermedades como la DM, al
grado de volverse una epidemia global. De acuerdo con reportes recientes, casi
tres millones de personas cada afno mueren en el mundo debido a las

complicaciones de DM .



1.1 Epidemiologia

De acuerdo a la organizacién mundial de la salud (OMS), cerca del 20% de los
mexicanos menores de 35 afnos padece diabetes [WHO, 2011], mientras que a
nivel mundial en el ano 2014, este mismo organismo reportd que hay cerca de
422 millones de personas padecieron esta enfermedad. Esta cifra representa
una prevalencia mundial del 8.5%. En el afio 2015 la OMS estim6 que la DM fue
la causa directa de muerte de 1.6 millones de personas, mientras que otras 2.2
millones de defunciones fueron atribuibles a la hiperglucemia en el afo 2012.
Ademas, la OMS ha estimado que para el afio 2030 la cifra de incidencia se
duplicard y la DM serd la séptima causa de mortalidad. En nuestro pais la
diabetes mellitus tipo 2 (DM2) tiene una prevalencia del 9.4% en la poblacion
adulta y se estima que hay mas de 7 millones de personas que la padecen,
principalmente en el bloque de edad de 60-69 afios [ENSANUT, 2016]. Con
estas cifras, nuestro pais ocupa el sexto lugar a nivel mundial en nimero de
personas con diabetes, el primer lugar en mortalidad en América Latina y el
tercer lugar de padecimientos a nivel mundial. Lo que refleja un mal manejo de
la enfermedad en cuanto a prevencion, estilo de vida y habitos alimenticios de
nuestra poblacion. Por lo que cualquier tratamiento, programa o politica
encaminada reducir la incidencia de diabetes, debe tener como uno de sus

principales objetivos el retrasar o controlar las complicaciones asociadas,

2



garantizando la calidad de vida para la persona que viven con diabetes. En
cuanto a gasto asociado a la enfermedad y complicaciones, la OMS plantea que
hasta 95% de los costos recaen en el paciente. Aun asi, los costos generados a
instituciones de salud publicas son altos y en consecuencia diversos paises han
declarado que es insostenible continuar con el ritmo del gasto causado por la
diabetes, como es el caso en la Secretaria de Salud en México. Ya que por
cada $100 pesos que se gastan en atender la diabetes, aproximadamente $51
pesos provienen de ingreso familiar segun la Organizacion para la Cooperacién
y Desarrollo Econdmico (OCDE). Segun datos de la encuesta ENSANUT 2012,
el costo anual en el 2011 fue de cerca 8 mil pesos por persona al afno, por lo
que para el 2012 se requerian 48 mil millones de pesos para manejar la
enfermedad. De acuerdo al Instituto Mexicano para Competitividad (IMCQO), se
calculé que a causa de esta enfermedad se pierden en promedio 312 millones
de horas laborales, lo que representa un 25% de los empleos generados en el

2014 23,

La diabetes y sus complicaciones es una problematica de salud publica que va
en aumento y es de interés mundial. Se ha convertido en una amenaza
epidémica tanto en los paises mas desarrollados como en las economias
emergentes. La asociada morbilidad, mortalidad y altos costos en cuidados,
hacen de la DM un importante reto global y su prevencién el objetivo de las

instituciones de salud “.



1.2 Diabetes Mellitus

De acuerdo con la OMS la DM es la enfermedad cronica que aparece cuando
el pancreas no produce insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza

eficazmente la insulina que produce.

De forma general, la diabetes se define como el padecimiento en el desorden
metabdlico con mudltiples etiologias y es caracterizado por la hiperglucemia
cronica, por lo que esta presente la alteracibn del metabolismo de
carbohidratos, colesterol y proteinas; resultado de defectos en la secrecion de
la insulina y/o accién de la misma. Los efectos de la DM incluyen dafno a largo
plazo, disfuncién y falla de algunos 6rganos siendo principalmente afectados los

0jos, rindn, nervios, corazon y vasos sanguineos S,

La etiologia en general es muy variada, siendo las causas mas comunes, la he-
rencia y defectos genéticos; asi como también los factores ambientales y el esti-
lo de vida. Este ultimo es el factor por el cual se hace mas evidente la enferme-
dad, ya que de acuerdo con el estilo de vida personal los sintomas pueden evi-

denciarse en edades tempranas o prolongar la aparicién >°°.

1.2.1 Diabetes mellitus tipo 1

La diabetes mellitus tipo 1 (DM1) representa entre 5-10 % de los casos de DM.

En la DM1 la destruccibn autoinmune de las células [ tiene multiple
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predisposicidn genética e incluso relacién con factores ambientales En esta
forma de diabetes, el rango de destruccion de las células beta es muy variable,
siendo répida principalmente en nifios y mas lenta en adultos *®. Se caracteriza
por la ausencia total de la insulina, por lo que los carbohidratos no pueden ser
introducidos en la célula para que sigan su metabolismo normal, siendo

indispensable la administracién de la hormona °°.

Los pacientes rara vez
presentan obesidad cuando padecen este tipo de diabetes, ya que inclusive la
presencia de obesidad no es compatible con el diagnéstico. Una minoria con
DM1 no tienen etiologia conocida, los pacientes son insulinodependientes

permanentemente y propensos a cetoacidosis, pero sin evidencia de

autoinmunidad (diabetes idiopatica) *°.



1.2.2 Diabetes mellitus tipo 2

En la diabetes mellitus tipo 2 (DM2), puede presentarse una predominante
resistencia a la insulina con relativa deficiencia de insulina o a la utilizacién
ineficaz de la insulina; hasta el predominio del defecto en la secrecién de
insulina con resistencia a la insulina, también se puede presentar por defectos
en su funcionamiento. La etiologia de la relativa deficiencia de insulina es
desconocida, pero no ocurre destruccion autoinmune de las células beta del
pancreas. El 90-95% de los casos que padecen diabetes corresponde a la DM2,
anteriormente referidos como no insulinodependientes. La mayoria de estos
pacientes son obesos, por lo que existe una correlacién de que la obesidad por

si misma causa algin grado de resistencia a la insulina *®.

Esta forma de diabetes puede estar presente sin ser diagnosticada por varios
anos, debido al desarrollo gradual de la hiperglucemia y en estadios iniciales, es
probable que no sea suficientemente severa para el paciente como para notar
algun sintoma clasico de la enfermedad. Sin embargo, en estos pacientes se
tienen en riesgo el desarrollar complicaciones macro y micro vasculares. Los
pacientes con DM2 aparentan tener niveles normales de insulina, pero sus
niveles de glucosa en sangre son altos. Tienen una funcion normal de las
células B del pancreas pero su secrecidon es defectuosa e insuficiente haciendo

dificil compensar la resistencia a la insulina. La resistencia a la insulina puede
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mejorarse con cambios drasticos ya sea en la reduccidon de peso, y/o con
tratamiento farmacoldgico para la hiperglucemia, pero por si solo no es
restablecida a la normalidad. El riesgo de padecer este tipo de diabetes se
incrementa con la edad, obesidad y falta de actividad fisica. También
frecuentemente ocurre en mujeres con previa diabetes gestacional y en
individuos con hipertension o dislipidemia. Es comun asociar la DM2 con una
fuerte predisposicion genética, mas que la diabetes autoinmune. Sin embargo,

la genética de la DM2 es compleja y alin no esta definida en totalmente °°.

1.2.3 Diabetes gestacional

Existe otro tipo de diabetes mellitus, el cual es desencadenado durante la etapa
de embarazo, por lo que se conoce como diabetes gestacional (DMG). Por
varios afnos la DMG habia sido definida como un grado de intolerancia a la
glucosa, ya que durante el embarazo la glucosa alcanza valores que, pese a ser
superiores a los normales, son inferiores a los establecidos para diagnosticar
una diabetes. Actualmente, la DMG no estd considerada como una DM2
manifiesta ya que por lo regular este trastorno desaparece después del parto de
tal manera que se considera un periodo de anormalidad condicionado por la
gestacion, sin embargo si no llega a resolverse antes del término del embarazo

este estado permanecera latente llegando establecerse como una DM2



manifiesta al término del puerperio. Se estima que la DMG tiene una
prevalencia aproximadamente del 5 al 10% a nivel mundial. En México la
prevalencia nacional de DMG esta reportada entre 4.3 y 10.3% de las mujeres
embarazadas, con un mayor numero de casos en los estados del norte del pais

(Nuevo Leén, Tamaulipas) °°.

En la tabla 1 se muestran los tres tipos de generales de diabetes mellitus y sus

principales causas etiolégicas.



Tabla 1 Clasificacion general de la diabetes.

Clasificacién Principal causa

Tipo 1 Destruccion de las células beta

del pancreas (conduciendo
principalmente a la deficiencia
absoluta de la insulina).

- Autoinmune.

- Idiopatica.

Tipo 2 - Resistencia predominante a la
insulina con deficiencia relativa de
esta.

- Defecto de secrecion con o sin

resistencia a la insulina.

Gestacional - Intolerancia a la glucosa durante

el periodo de embarazo.

Otros tipos - Defectos genéticos de la funcion
de las células beta del pancreas o
en la accion de la insulina.

- Endocrinopatias.

- Inducida por farmacos o quimicos.

- Ofras formas poco comunes.




1.2.4 Sintomas y danos graves

Los sintomas de una marcada hiperglucemia incluyen poliuria, polidipsia, vision
borrosa y en ocasiones pérdida de peso. El deterioro en el crecimiento (en el
caso de pacientes jovenes) y la susceptibilidad a ciertas infecciones pueden
acompanar a la hiperglucemia crénica. Las complicaciones a largo plazo
incluyen retinopatia con potencial perdida de la visidn; nefropatias que llevan a
falla renal; neuropatia periférica con riesgo de ulcera de pie, amputaciones,
artropatia (o Charcot); neuropatia autbnoma causando sintomas

gastrointestinales, genitourinarios, cardiovasculares y disfuncién sexual *°.

Algunos pacientes pueden presentar cetoacidosis como la primera
manifestacion de la enfermedad. En los adultos particularmente, se mantiene
una funcién residual de las células beta, suficiente para prevenir cetoacidosis
por varios anos; aunque eventualmente se vuelven dependientes de insulina

condicion con la que aumenta el riesgo de cetoacidosis .
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1.2.5 Diagnostico

El criterio diagnostico para la DM en un principio se establecié a raiz de lo
observado en la asociacion entre los niveles de glucosa en ayunas y la
presencia de retinopatia como factor clave con el cual se identifico el limite del

nivel de glucosa °.

El diagnéstico clinico de la diabetes se solicita cuando se presentan sintomas
como aumento de sed y volumen urinario, infecciones recurrentes, pérdida de
peso inexplicable, y en casos severos, somnolencia y coma. Una sola
estimacion de glucosa con exceso del valor de referencia establece el
diagnéstico en casos donde se presentan los sintomas anteriores. Se puede
corroborar, evaluando y midiendo la glucemia de nuevo por otra metodologia y
de acuerdo a los valores y el cuadro clinico poder clasificar el estado patoldgico.
El diagnéstico para DM2 puede ser realizado siguiendo ciertos algoritmos como
el esquema de la Figura 1, segun “La guia de practica clinica para el
diagnostico y tratamiento de la diabetes mellitus 1”7 y el “Algoritmo diagnéstico
de la diabetes mellitus tipo 1I” 8 de igual manera estos mismos criterios se
encuentran como parte de la deteccién en la norma oficial NOM-015-SSA-2010
2. De acuerdo a la organizacién mundial de la salud (por su siglas en ingles
WHO), para las personas que no presenta los sintomas caracteristicos, es
necesario corroborar el valor de glucemia por lo menos una vez mas, ya sea por

prueba en ayunas aleatoria, o por la prueba de tolerancia a la glucosa, otra de
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las pruebas que han facilitado el diagndstico, es la hemoglobina glucosilada, la

cual refleja el promedio de glucemia sobre un periodo de semanas atras >°.

Factores de
riesgo

Sospecha
clinica

Glucosa basal

100-125 126 -199
<100 mg/dL mg/dL mg/dL 2200 mg/dL
L L Curva de L
Normal Repetir tolerancia a la DM2
glucosa
|
| | 1
140-199
<140 mg/dL mg/dL 2200 mg/dL

Glucosa basal L Intolerancia a L DM2
alterada la glucosa

Sobrecarga
oral

2200 mg/dL

L DM2

Figura 1 Algoritmo para la evaluacion y diagndstico de DM2
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La prueba de tolerancia oral a la glucosa (o curva) [CTG]) ayuda a establecer el
estado del diagnostico, sbélo es considerada si la glucosa en sangre se
encuentra en rangos inciertos, rangos entre niveles que pueden establecer o
excluir el diagnostico. Esta prueba mide la glucosa en estado de ayuno y la
glucosa 2 horas después de la carga oral de glucosa (75 g generalmente). Para
ninos la carga oral esta relacionada con el peso, 1.75 g/kg. Siendo el mismo

criterio de diagnéstico para nifios igual al del adulto °°.

De acuerdo a la Asociacion Americana de Diabetes (ADA, por su siglas en
ingles), el valor de tolerancia normal a la glucosa como glucosa en ayunas es
de <100 mg/dl y una glucosa plasmatica de <140 mg/dl posterior a 2 horas en
respuesta a una carga oral de glucosa (CTG) de 75 g. La diabetes es
identificada de acuerdo al criterio de diagndstico, en donde la glucosa en
plasma en ayunas se encuentran valores de glucosa =126mg/dl (7.0 mmol/L) o

glucosa en plasma a las 2 horas, tras la carga oral de 2200 mg/d| >°.

La hemoglobina glucosilada (HbA1C) es un marcador ampliamente utilizado en
glucemia crénica, que refleja niveles de glucosa promedio en un periodo
alrededor de 2 a 3 meses. La HbA1C juega un papel importante en el manejo
de pacientes con diabetes, ya que correlaciona bien tanto con complicaciones
microvasculares y en menor grado con complicaciones macrovasculares y es
ampliamente utilizada como biomarcador estandar. Su valor limite es de 26.5%,

de acuerdo con los datos de ADA °.
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Se ha demostrado que la prueba de la carga oral es una medicién mas sensible
de las anormalidades tempranas en la regulaciéon de la glucosa, mas que la

medicién de la glucosa en ayunas o la HbA1C *.

En caso de no controlar la hiperglucemia o que no sea tratada adecuadamente,
pueden generarse sintomas mas severos como son el desarrollo de
cetoacidosis y el estado hiperosmolar no cetdnico, que puede provocar estupor,

coma diabético e incluso la muerte®.

1.2.6 Fisiopatologia de la diabetes

En el estado de obesidad, el musculo esquelético pierde sensibilidad a la
insulina, haciendo necesario que mas glucosa sea tomada por los adipocitos, lo
que conlleva a la estimulacién en la produccion y liberacion de mas acidos
grasos libres vy triglicéridos. Una elevada circulacién de &cidos grasos libres
promueve la hiperglucemia por la estimulacion de gluconeogénesis hepatica
mientras se inhibe la captacién y almacenamiento de la glucosa mediada por
insulina como glucogeno. El curso de la prediabetes es variable y dificil de
predecir. Los diferentes grados de progresion reflejan diferente genética y
factores ambientales. EI mecanismo basico patofisiolégico subyacente a la
prediabetes es la resistencia a la insulina y defectos en la secrecion a la
insulina. Sin embargo, los defectos en la glucemia en ayunas y los defectos de

la intolerancia a la glucosa difieren en la naturaleza de ambas. En los defectos
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de la glucemia en ayunas, hay una predominante resistencia hepatica a la
insulina con relativa conservacion de la sensibilidad del musculo esquelético a
la insulina. Ademas, hay una disminucion en la respuesta de secrecion de la
insulina de la primera fase (Figura 2) (0-10 min) a la glucosa intravenosa y una
respuesta reducida de la insulina de fase temprana (primeros 30 minutos) a la
glucosa oral. Sin embargo, la respuesta a la insulina en plasma de fase tardia
(60-120 min), durante la prueba de tolerancia a la glucosa es normal. En el
defecto de la tolerancia a la glucosa, la sensibilidad hepatica a la insulina es de
normal a ligeramente reducida y la resistencia del musculo esquelético a la
insulina es de moderada a severo. También hay un defecto en la secrecion de
insulina de fase temprana y tardia. Datos publicados han mostrado que
pacientes con defecto en la tolerancia a la glucosa tienen alto riesgo de muerte
por causas micro y macro vasculares y tienen de dos a cinco veces alta
incidencia de nuevos sucesos de isquemia cardiovascular, infarto al miocardio
total y fatal e infarto en comparacion con aquellos sujetos con control normo
glucémico. Un estudio mostré que 50% de quienes presenta tolerancia a la
glucosa, aumentaron el riesgo mortal cardiovascular. Otros estudios
demuestran que tanto el defecto en la glucosa en ayunas y la intolerancia a la
glucosa confieren incremento al riesgo de enfermedad cardiovascular®. Los
resultados de un programa de prevencion de diabetes y otros estudios similares
dejaron claro que una modificacion agresiva de dieta y ejercicio pueden prevenir
o retrasar la progresién de la intolerancia a la glucosa hacia diabetes. Pero
debido a que la modificacién del estilo de vida es usualmente dificil de

mantener, la intervencion farmacologica ha sido estudiada para prevenir la
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progresién hacia DM2. Muchos agentes antidiabéticos orales han mostrado ser

efectivos en el retraso del comienzo de la DM2 #,

La DM2 no aparece en todas las personas con resistencia a la insulina, sino
mas bien sblo en aquellos con un defecto en la capacidad de secrecion de
insulina de tal manera que la secrecion de insulina pancreatica no compensa la
resistencia a la insulina. El inicio de la manifestacion de la secrecién anormal de

insulina es una pérdida de la secrecién de insulina de “primera fase” (Figura 2)°.

Estimulo de glucosa I.V.

] ' No
diabético

1 12 22
) Fase Fase

-0 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90

Diabetes tipo 2

Secrecion de insulina
J

T T T T T T T T T

10 -5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 S50 55 60 65 70 75 80 85 90

| Minutos

Figura 2 Patrones de la respuesta secretora de insulina a una infusion intravenosa continda de
glucosa

A nivel macroscépico, se puede conceptualmente dividir el dia en dos periodos
de tiempo basicos: el estado basal o el de ayuno (el nocturno y entre comidas
respectivamente) y el estado prandial (después de consumir alimento). La
hiperglucemia ocurre en el estado basal o de ayuno debido al incremento de la
produccién de glucosa hepatica. La cual es consecuencia de anormalidad en la
secrecion de insulina (falta de secrecion de primera fase) y la resistencia

hepatica a la insulina, el resultado neto es una modulaciéon inadecuada de la
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produccién de glucosa hepatica. En contraste, la hiperglucemia en el estado
prandial aumenta debido al incremento de absorcion de glucosa del tracto
gastrointestinal y disminuye la habilidad de disponer el consumo de la carga de
glucosa, debido a la inadecuada secrecion de insulina para compensar la
resistencia a la accion en tejido blanco, principalmente musculo y tejido
adiposo. En la Figura 3 se muestra un esquema de la regulacion de glucosa y
ademas se observan un numero de posibles blancos terapéuticos para la
regulacion de la glucosa en sangre; la glucosa administrada por los alimentos
via gastrointestinal o durante el estado basal de la produccion hepatica, es
modulada por la secrecion basal de insulina. El tejido nervioso y el cerebro
utilizan la glucosa independientemente de accion de la insulina, mientras que en
el tejido periférico (musculo y adipocitos) por accién de la insulina activa los

receptores para lograr la absorcién y utilizacién de la glucosa °.

Musculo

Pancreas:
Secrecién de

insulina
o— \o B
o s

Glucosa sanguinea

Higado: ! e
Produccion Absorcion periférica
de glucosa de glucosa
p _K&,
v
; J
y
Intestino: Cerebro -
Absorcién de 4 ) Adipocito
sistema nervioso
glucosa

Figura 3 Esquema general de la regulacion de la glucosa.
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1.2.7 Terapia comun en el tratamiento de diabetes mellitus.

La prevencion juega un papel importante ya que se crea consciencia y cultura
de buena salud que deja el ejemplo a futuras generaciones, que puede resultar
positivamente en la reduccidn de la prevalencia de la enfermedad. Los métodos
preventivos mas efectivos han resultado ser, el cambio radical en la
alimentacion combinada con una ejercitacion regular, llegando a retrasar asi el
desarrollo de la tolerancia a la insulina, pero esto en ocasiones no siempre es
logrado por los pacientes. Por lo que se necesitan estrategias que sean

adaptables al estilo de vida de hoy en dia.

El tratamiento que se debe recibir debe ser integral, adecuado y seguro, ya que
se trata de un padecimiento que afecta varias funciones del organismo. Este
debe incluir el manejo farmacoldgico, siendo los medicamentos que ayuden a
controlar los niveles de glucosa los de mayor interés; asi como el control no
farmacolégico, en donde juegan papel importante el estilo de vida y
alimentacion saludable. A lo que ciertas acciones internacionales coinciden en
que el alcanzar el nivel glucémico adecuado ha sido efectivo, reduciendo la
mortalidad en algunos paises. En México se cre6 una estrategia para prevenir y
controlar el sobrepeso, la obesidad y la diabetes, mejorando habitos

alimenticios y ejercicio °.

Las tiazolidinedionas reducen la incidencia de diabetes en cerca del 60%;
mientras que la metformina, acarbosa y orlistat son solo la mitad de efectivos

que las tiazolidinedionas. Pero los beneficios del tratamiento aun necesitan ser
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balanceados en seguridad y tolerancia de la intervencion. La metformina es
considerado el de primera eleccion debido a su seguridad, tolerabilidad, eficacia

y costos .

La metformina (una biguanidina), es el medicamento de primera instancia para
comenzar un tratamiento contra la DM debido a ciertas caracteristicas como
son: que es seguro, tolerable, barato y eficaz. También se utiliza con frecuencia
la insulina (principalmente para el tratamiento de la DM1) que puede
preescribirse ademas en combinacién con la metformina; otros agentes
antidiabéticos, son tales como son las sulfonilureas y las glinidas, estos ultimos
aumentan la secrecidbn de insulina. También las tiazolidinedionas, un
hipoglucémico oral, su mecanismo de accion aun no esta descrito por completo,
sin embargo hay evidencia que sugiere, que estos compuestos estimulan
receptores que median el metabolismo de los carbohidratos. De esta manera es
posible reducir la resistencia periférica y mejorar la absorcidbn de glucosa
especialmente en tejido muscular y adiposo. Otra alternativa para el tratamiento
de la DM es reducir la gluconeogénesis. Otro tipo de tratamientos son los
inhibidores enziméaticos, ejemplo de ellos la acarbosa, que ayuda al retraso de
la digestion y absorcion de los carbohidratos. *'".

La terapia es designada con el fin de alcanzar los niveles de glucosa normales
o lo mas cercano posible. Se ha observado que mediante el uso de inyecciones
de insulina, en donde el uso de una terapia mas intensa (3 inyecciones por dia)

retrasa la aparicién de dafios como retinopatia, nefropatia y neuropatia '2.
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Los hipoglucemiantes son sustancias que reducen los niveles de azucar, los
mas utilizados son aquellos administrados oralmente. En este caso la terapia
estd enfocada en la inhibicion de la absorcion de la glucosa mediante el retraso
de la accion de enzimas gastrointestinales como la alfa-glucosidasa y alfa-
amilasa, ha demostrado ser efectiva en el tratamiento tanto para la diabetes
como para la obesidad. A pesar de que han resultado ser muy efectivas, tienen
algunas limitantes como el caso de las biguanidas ya que no pueden ser
prescritas en pacientes con enfermedad renal y, por otra parte, presentan
efectos secundarios como el de la acarbosa, con un incremento en

lasflatulencias '°.

En los anos 90, los inhibidores de alfa glucosidasas como acarbosa, miglitol y
voglibosa fueron aprobados como farmacos orales para el tratamiento de la
diabetes mellitus. Actualmente, son ampliamente utilizados, solos o en
combinacién con dieta y terapia de insulina, en pacientes con DM1 y DM2.
canaglifozina y dapaglifozina fueron entre los primeros inhibidores de
transportadores de glucosa GLUT2 aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA) con el proposito de lograr un mejor control glucémico en
pacientes con DM2. A partir de estos, muchos otros inhibidores del

transportador SGLT fueron desarrollados y encaminados a ensayos clinicos *°.

La metformina es frecuentemente recomendada como agente de primera linea,
especialmente en pacientes obesos con DM2 con niveles de hiperglucemia
leves a moderados. Para pacientes que presentan hiperglucemia de moderada

a severa, requieren un segundo y en ocasiones un tercer agente al comienzo de
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la enfermedad. El uso de dos diferentes clases de agentes hipoglucemiantes de
diferentes mecanismos de accion, puede considerarse mejor y mas eficiente y

con menores efectos adversos .

1.3 Digestion de los carbohidratos.

El organismo humano es un sistema abierto y, como tal, capaz de intercambiar
materiales con el ambiente. Para cubrir sus requerimientos energéticos
necesitan ingerir diferentes tipos de alimentos y metabolizarlos por procesos de
oxidacién. Estos alimentos estan constituidos basicamente por hidratos de
carbono, proteinas y grasas.- La digestion inicia en la boca, donde la saliva
humana contiene la enzima amilasa salival o ptialina, que es capaz de
desdoblar el almidén en maltosa, esto mediante la hidrolisis de los enlaces 1-4
a, después de que la enzima es activada por el cloro de la saliva. Sin embargo,
su accién requiere de un contacto prolongado con el substrato y actia solo en
medio alcalino o neutro. Como el bolo pasa rdpidamente de la boca al
estébmago, el tiempo que permanece en la cavidad bucal, faringea y es6fago no

es suficiente para que ejerza su accién. '*'°
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Las enzimas digestivas son producidas por el epitelio intestinal y las células
acinares del pancreas exocrino, estas enzimas incluyen peptidasas,
disacaridasas y una proteasa llamada enteropeptidasa. La digestidon de
carbohidratos en el intestino delgado termina convirtiendo los polisacéridos
digeribles y los disacaridos en monosacéridos que pueden ser absorbidos
(Figura 4). El jugo pancreatico contiene amilasa alfa, que digiere almiddn,
hidrolizando las uniones 1-4 alfa, pero sin afectar las uniones 1-6 alfa junto a los
puntos de ramificacion. En consecuencia, los productos terminales de la
digestion de amilasa alfa son sobre todo disacaridos de maltosa (dos residuos
de glucosa alfa unidos por enlaces 1-4 alfa), oligosacaridos (varios residuos de
glucosa unidos por enlace 1-4 alfa), y dextrinas del limite alfa (polimeros de
glucosa que contienen un promedio de alrededor de ocho moléculas de glucosa

con uniones 1-6 alfa). '*'°

Hay cinco enzimas encargadas de la digestion de los carbohidratos en el borde
del cepillo intestinal. 1) La sacarasa degrada sacarosa en glucosa y fructosa. 2)
La maltasa (alfa glucosidasa) separa las uniones 1-4 alfa y libera glucosa. 3) La
isomaltasa (alfa dextrinasa) degrada las uniones 1-6 alfa y libera glucosa. 4) La
lactasa (beta glucosidasa) degrada la lactosa en glucosa y galactosa. 5) La
trehelasa hidroliza a la trehalosa, un dimero con union 1-1 alfa de la glucosa en

dos moléculas de glucosa .
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Polimeros de glucosa

Almidén, glucégeno
o & O & - e

Disacaridos

Digeridos a: =Y

Amilasa Maltosa Lactosa Sacarosa

I | |
Maltasa Lacatasa Sacarasa

+1 galactosa  +1 fructosa

Monosacaridos

2 glucosa 1 glucosa 1 glucosa ‘

Figura 4 Esquema general de la digestion de los carbohidratos

1.4 Absorcion y Metabolismo de la glucosa

Los productos de la digestién de los alimentos ingeridos son absorbidos; pasan
desde el lumen del aparato digestivo (especialmente a nivel del intestino
delgado) hacia la sangre. La glucosa absorbida después de una comida entra
en circulacién del sistema portal hepatico y es llevada directamente hacia el
higado, donde alrededor del 30% de toda la glucosa ingerida es metabolizada.
EL 70% restante continta en el torrente sanguineo para su distribucién hacia el
encéfalo, los musculos y otros 6rganos vy tejidos. La glucosa pasa del liquido
intersticial a las células por medio de los transportadores GLUT. La mayor parte

de la glucosa absorbida de una comida va inmediatamente a la glucolisis y al
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ciclo del acido citrico para formar ATP. Parte de la glucosa la utiliza el higado
para la sintesis de glucoproteinas. La glucosa que no es requerida para energia
y sintesis es almacenada como glucégeno o como grasa. La capacidad del
cuerpo para almacenar glucdégeno es limitada, de modo que la mayor parte del
exceso de glucosa es convertida en triglicéridos y almacenada en tejido adiposo

generando obesidad °.

Bajo el efecto de glucosa suministrada por via oral, la mucosa gastrica y la del
intestino secretan dos hormonas intestinales que son potentes estimuladores de
la secrecion de insulina por el pancreas endocrino; el polipéptido tipo glucagon |
(GLP-1), secretado por el ileon, y el polipéptido insulinotropico dependiente de
glucosa (glucose-dependent insulinotropic polypeptide [GIP]) secretado por el

duodeno '+,

Durante el periodo de absorcion de los carbohidratos, aumenta la secrecion de
la insulina por las células beta del pancreas, este aumento de concentracién
promueve los procesos caracteristicos de la absorcion—Durante la post-
absorcion, la secrecion de la insulina disminuye, y esta disminucion interrumpe
el proceso de absorcion. Diversos factores contribuyen a esta regulacion de
insulina, sin embargo, es de especial importancia la concentracién de glucosa
plasmatica. Durante el periodo de absorcién, los niveles de glucosa plasmatica
aumentan conforme es transportada desde el tubo digestivo'®. La hiperglucemia
estimula las células beta del pancreas y aumenta consecutivamente la entrega
de insulina a la circulacion. Esta es la razén por la cual la glucosa administrada

por via oral tiene mayor efecto sobre la secrecion de insulina que la inyectada
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por via venosa '*'®'. Los carbohidratos digeridos son transportados en la
sangre como glucosa, distribuyéndose por todo el organismo, de los capilares,
pasan al liquido intersticial y luego al interior de las células. Dentro de la célula
pueden seguir tres rutas, 1) romperse en moléculas mas pequenas, oxidandose
para liberar energia; 2) sintetizar otras moléculas necesarias, proporcionando
otros sustratos para reacciones metabdlicas; 3) convertirse en moléculas de

almacenamiento energético (glucdégeno hepatico).

1.5 Accién de la insulina

La insulina se forma en las células beta por escision de la proinsulina hacia
insulina y el péptido conector o péptido C. El péptido C y una cantidad de
proinsulina sin dividir, son excretadas con la insulina y producen un débil efecto

similar a la insulina ™.

La glucosa es un estimulo importante para la secrecién de la insulina, pero
algunos factores pueden estimular, amplificar o inhibir la secrecion. Un aumento
de las concentraciones de glucosa es un estimulo importante para la liberacion

de insulina a partir de una concentracién de glucosa mayor de 100 mg/dL. ™.

La insulina y glucagon estan reguladas por las concentraciones plasmaticas de
glucosa que aumentan durante la absorcion de una comida (estado absortivo) y
disminuyen durante periodos de ayuno (estado post-absortivo). La secrecion de
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la insulina cambia durante estos estados, y ayuda a mantener la homeostasis
de la concentracion de glucosa. La insulina estimula la insercion de proteinas
transportadoras GLUT4 hacia la membrana plasméatica de las células blanco,
principalmente en musculo esquelético y cardiaco, el tejido adiposo y el higado.
Esto permite la entrada de glucosa hacia sus células blanco mediante la
difusién facilitada. Como resultado, la insulina promueve la produccion de
moléculas de glucégeno y grasa que almacenan energia. La insulina también
inhibe la desintegracién de grasa, induce la produccion de enzimas formadoras
de grasa, e inhibe la desintegracion de proteinas musculares. De modo que
promueve el anabolismo conforme regula la concentracidn de glucosa en
sangre. Los mecanismos que regulan la secrecion de insulina y la accién de
esta hormona normalmente evitan que la concentracion plasmatica de glucosa
aumente por arriba de 170 mg/dL después de una comida, o que disminuyan
por debajo de alrededor 50 mg/dL entre comidas. Esta regulacion es importante
porque la glucosa anormalmente alta en sangre puede dafnar el encéfalo. Este
efecto depende de que la glucosa entra al encéfalo mediante difusion facilitada;
cuando el indice de esta difusion es demasiado bajo, el aporte de energia
metabolica para el cerebro puede hacerse insuficiente. Como resultado a esto
puede dar debilidad, mareo, cambio de personalidad y finalmente, coma vy

muerte. La insulina reduce la glucosa en plasma de tres formas '°:

1. La insulina aumenta el transporte de glucosa en la mayoria de las células

sensibles a la insulina, pero no en todas ellas.
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2. La insulina aumenta la utilizacion celular y el almacenamiento de la

glucosa.

3. Promueve la sintesis de grasas

1.6 Glucosa en el estado absortivo y postabsortivo

La concentracidn plasmatica de glucosa en ayuno esté en el rango de 65 a 105
mg/dL. Durante la absorcidon de una comida, la concentracion de glucosa
aumenta hasta aproximadamente 140 a 150 mg/dL. Este aumento actua sobre
las células B de los islotes pancreaticos, donde lleva al cierre de canales de K™;
produciendo una despolarizacién de la membrana, esto abre los canales de
Ca®* sensibles a voltaje. El aumento resultante de Ca?* estimula la exocitosis de
vesiculas que contienen insulina. Asi, un aumento de glucosa en sangre lleva a
un aumento de la secrecion de insulina; al mismo tiempo, inhibe la secrecién de
glucagon desde las células alfa de los islotes pancreaticos, dado que la insulina
disminuye la concentracién de glucosa al estimularse la captacion celular, y el
glucagon actua de manera antagonista para aumentar la glucosa plasmatica, al
estimular la glucogenolisis en el higado. Durante el estado postabsortivo, la
concentracion de glucosa plasmatica disminuye, la secrecion de insulina se
reduce y la secrecion de glucagon aumenta. Estos cambios ayudan a la
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captacion celular de glucosa plasmatica hacia érganos, como los musculos, el
higado y el tejido adiposo (cuando son requeridos, en estado absortivo) y
posteriormente promueven la liberacidbn de glucosa desde el higado, por
estimulacidén del glucagon (estado postabsortivo). La prueba de tolerancia a la
glucosa por via oral, es una medicién de la capacidad de las células B para
secretar insulina, y de la capacidad de insulina para disminuir la glucosa en
sangre. En una persona con metabolismo normal de los carbohidratos, un
aumento de glucosa en sangre durante la prueba, se revierte hasta cifras
normales en el transcurso de 2 horas tras la ingestion. En una persona con
diabetes mellitus la concentracion plasmatica permanece en 200 mg/dL 0 mas
alta después de las 2 horas después de la ingestidén. La secreciéon de insulina
también es estimulada por aminoacidos particulares derivados de las proteinas
de la dieta. Los islotes de Langerhans reciben inervacién parasimpatica como
simpatica. La divisién parasimpética del sistema autonomo se activa durante las
comidas y estimula tanto la funcién gastrointestinal como la secrecion de
insulina. La divisidn simpatica se encarga de inhibir la secrecion de la insulina,
pero estimula el glucagon que, en momentos de estrés, junto con la adrenalina
produce hiperglucemia. Cuando se toma por via oral, el intestino secreta
hormonas que estimulan la secrecién de insulina antes de que se ocurra el
proceso absortivo de la glucosa. La secrecién de insulina empieza a aumentar

en anticipacién a un incremento de la glucosa ™'°
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1.7 Inhibidores enzimaticos

La alfa-glucosidasa es una enzima digestiva de carbohidratos primarios, que
estan presentes en el borde de cepillo del intestino delgado y actian sobre los
enlaces a 1-4. Esta enzima cataliza la degradacion de almidén y disacaridos a
glucosa. Debido a que los carbohidratos necesitan metabolizarse por medio de
la a glucosidasa antes de ser absorbidos en el intestino delgado, al inhibir esta
enzima, el proceso de digestion de los carbohidratos se hace lento, ayudando
de este modo a prevenir el estado de hiperglucemia postpandrial, el cual es
causa importante tanto de la diabetes mellitus y como de las complicaciones
asociadas a dicho padecimiento. Algunos compuestos aislados a partir de
plantas o productos naturales pueden tener la capacidad de actuar inhibiendo
competitivamente a la enzima alfa glucosidasa intestinal. Como ejemplo, se ha
demostrado que ciertos alcaloides como deoxynojirimycin (DNJ) y 2,5-bis-
(hydroxymethyl)-3,4-dihydroxypyrrolidina (DMDP), son potentes inhibidores

enzimaticos que han sido aislados de distintas plantas *°.
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1.8 Modelos in vivo

Los modelos animales son una complicada parte del descubrimiento y
desarrollo de nuevos medicamentos. Los experimentos /n vivo han jugado un
papel importante en la investigacion biomédica en el pasado, y también han
sido un tema de discusidn publico, cientifico e incluso filosoéfico. En el presente,
el paradigma respecto a la necesidad, utilidad, y trato ético de los animales en
la investigacién ha evolucionado, pero la discusién esta abierta. Es un hecho
que el uso de animales de experimentacion es una necesidad para el propdsito
primario de validar el objetivo y estimacion de mdultiples parametros de nuevos
farmacos, incluyendo la eficacia, margen de seguridad, metabolismo vy
farmacocinética. También es obvio que las necesidades actuales no satisfechas
con respecto a la experimentacion con animales se centran principalmente en el
desarrollo de mejores modelos animales, con versién cercanas al humano, asi
como en otros avances de alternativa de reemplazo, minimizaciéon del nimero y
dolor de los animales utilizados, y mejora continua del bienestar de los animales
de laboratorio. Existen tres necesidades principales respecto a modelos no
humanos en investigacién biomédica: 1) la necesidad del uso, 2) la necesidad
de mejorar, 3) la necesidad de reemplazar, reducir y clarificar (principios
rectores). Para justificar el uso de experimentacion en animales, este debe
permitir obtener algun beneficio, tales como el avance en el conocimiento, como

lo es el mejorar el diagnostico de una enfermedad y su tratamiento. Una
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adecuada validacion interna de un experimento en animales implica que las
diferencias observadas entre grupos asignadas a diferentes intervenciones
pueden, ademas del error aleatorio, ser atribuidas al tratamiento bajo
investigacién. La validacidn interna puede ser reducida por diferentes tipos de
sesgo a traves del cual las diferencias entre los tratamientos de grupos son
presentadas. Los cientificos, debido a la necesidad de proveer evidencia
suficiente de la efectividad de algun farmaco para el tratamiento de
enfermedades humanas, han desarrollado modelos no humanos que ayudan en
la prediccion de como el paciente puede responder al farmaco. La compleja
biologia de todo un organismo vivo, no puede ser recreada en una placa Petri,
por lo que muchos animales son utilizados para entender como funciona un
farmaco in vivo. La limitada concordancia de toxicidad y eficacia de los
farmacos en humanos y animales ha contribuido a la disminucién de la
produccidén en la industria farmacéutica, y al retiro de muchos farmacos del
mercado aprobados para su uso. Los animales han contribuido
significativamente para entender en el humano la bioquimica, fisiologia,
patofisiologia y farmacologia. Una de las condiciones humanas importantes es
el sindrome metabdlico (Incluye obesidad, resistencia a la insulina, intolerancia
a la glucosa, presién alta y dislipidemia) y este puede ser exitosamente

simulado en roedores 2°.

Los ratones ob/ob (C57BL/6-ob/ob) fue uno de los primeros modelos genéticos
utilizados en el estudio de diabetes. Algunas proteinas de importancia que han

sido eliminadas en ratones para investigacién de diabetes y obesidad, tales
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como receptores de insulina, GLUT4 entre otras. Otros modelos son los
quimicamente inducidos para diabetes, ya sea con el uso de alloxano y
estreptozotocina, que son analogos estructurales de la glucosa, estos entran en
las células B del pancreas por la via del transportador de GLUT2. Una sola
inyeccion del farmaco, puede inducir necrosis selectiva de las células 3 del
pancreas en ratas, ratén y conejos como modelos de DM1 y DM2. El modelo de
DM2 se induce por el uso de bajas dosis de estreptozotocina administrada
neonatalmente, por ejemplo, dosis de 70 mg/kg en el dia 5 de vida, produciendo

moderada hiperglucemia en ratas adultas 2'.

1.9 Ensayos in vitro

Los modelos in vitro ofrecen ciertas ventajas en comparacion del modelo animal
Tienen el potencial de ser estandarizados rigurosamente, y un buen control

experimental %°.

Dentro de los ensayos In vitro, un método espectrofotométrico muy demandado,
por rapidez y analisis continuo de la actividad inhibitoria de la enzima alfa
glucosidasa, es aquel que utiliza el pseudo sustrato p-nitrofenil-a-D-
glucopiranosido (p-NPG) e inhibidor de alfa glucosidasa libre, ya sea sintético o

de producto natural. Sin embargo, se sefala que los resultados de la evaluacién
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in vitro no es comparable con resultados obtenidos mediante ensayos in vivo,

es decir, en muchas ocasiones ambos resultados no se correlacionan 22,

1.10 Productos Naturales

A lo largo de los afos se ha demostrado que los productos naturales han sido
sumamente importantes en el desarrollo de nuevos medicamentos, debido a la
variedad de funcionalidad de sus metabolitos secundarios tanto de
microorganismos como especies de plantas, los cuales presentan una gran
diversidad quimica. Las plantas son parte de la medicina tradicional de diversas
regiones por lo que son utilizadas para el tratamiento de ciertas enfermedades,
sin embargo; un gran numero de ellas aun no han sido estudiadas. Los
productos de plantas convergen en, la cultura social, sistemas de salud y
economia; donde el conocimiento étnico acerca de alguna planta con cierto
efecto es de ayuda para investigar los productos naturales y ademas un mayor

desarrollo benéfico para la sociedad #°.

Los medicamentos basados en plantas son ampliamente utilizados como
método primario de cuidado de la salud en muchos paises desarrollados. Por lo
que en los ultimos anos, alrededor del 80% de la poblacion mundial utiliza y
confia en los beneficios de la terapia basada en la medicina herbal, siendo una

estrategia complementaria a la medicina convencional e incluso en ocasiones
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es la terapia de primera eleccion. La medicina tradicional a partir de plantas ha
recibido mucha atencion debido a que son consideradas mas seguras para el
humano, aunque esto en ocasiones no ha sido probado cientificamente. Dando
pie a que la investigacion de los productos naturales se realizada con fines de
demostrar o apoyar que la planta posee un efecto terapéutico y también que es
seguro de utilizarse como tratamiento. Ademas, aportando sustancias mas
efectivas o con un potencial terapéutico explotable para mejorar la salud de la

gente. #.

1.10.1 Productos naturales en el tratamiento de la DM

El descubrimiento de nuevos farmacos hipoglucemiantes potentes y con pocos
efectos adversos es importante para mejorar la calidad de vida aquellos

pacientes con DM .

Los productos a base de plantas también han sido reportados en el uso para el
tratamiento de la diabetes, los cuales pueden tener un efecto hipoglucemiante,
antihiperglucemiante o antidiabético. El mecanismo de accidén puede ser dado
por, inhibicién de alfa glucosidasa o alfa amilasa u otro, donde se han reportado
algunos extractos acuosos que han mostrado tener este efecto inhibitorio, y que
son utiles en el tratamiento de la DM1 y DM2; o ya sea que el mecanismo
puede deberse a que incrementan la secrecion de insulina o regeneran las

células beta del pancreas, del cual se han reportado algunos extractos
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alcohélicos y acuosos con este efecto '°. En algunos estudios se ha reportado
que el Kaempferol aumenta la absorcion de glucosa en células HebG2 y en

miotubos de porcino .

1.11 Planta de Estudio

El género Cordia abarca cerca de 250 especies, siendo la mayoria de ellos
arboles o arbustos, nativos de América. Dentro de la medicina popular se ha
reportado que este género suele ser utilizado para tratar varias afecciones en el
ser humano. Dentro de las aplicaciones etnofarmacolégicas mas notables se
encuentran el tratamiento antimicrobiano, antiinflamatorio, antihelmintico,
analgésico y diurético; asi como para tratar problemas del sistema digestivo,
respiratorio, urogenital, cardiovascular y desordenes sanguineos. Por lo que
esto ha conducido a diversos estudios para corroborar sus propiedades
biolégicas y farmacoldgicas, mediante diversas pruebas como ensayos in vitro,
in vivo o pre clinicos. Dentro de los potenciales efectos farmacolégicos, los que
han sido mas estudiados para el este género, son principalmente
antimicrobiano, antinociceptivo, antiinflamatorio y antiparasitario. Los
metabolitos que se han aislado, son principalmente terpenos, incluyen

flavonoides y taninos .
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Cordia boissieri, también conocido como anacahuita, anacahuite, olivo
mexicano u olivo texano; es un arbol perenne que llega a medir 5 metros de
altura, sus hojas son ovadas, de 15 a 20 cm de largo y de superficie pilosa o
aterciopelada. Posee unas flores blancas con centro amarillento; su fruto es
ovoide, de color pardo verdoso. Tiene una distribucion por el Noreste del
México y algunos estados del sur de Estados Unidos. Tradicionalmente las

hojas son utilizadas en el tratamiento de reumatismo y problemas bronquiales
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En 1973 se reporté a partir del fruto Cordia boissieri, el aislamiento del p-
hidroxibenzaldehido y el D (+) pinitol, no identificando alguna actividad biol6gica
(Dominguez, 1973). En el 2005, Pérez Lbépez, en sus tesis de doctorado,
demostr6 que la planta posee actividad contra cepa resistente de
Staphylococcus aureus, utilizando como material, las hojas de la planta; asi
también se menciona la aproximacién a un aislamiento en el cual se identificé
una estructura triterpénica. En el 2007, Molina y colaboradores demostraron
que esta especie posee potencial antimicrobiano contra Haemophilus influenzae
y Streptococcus pneumoniae. También se ha registrado investigacion acerca de
los aceites esenciales a partir de las flores de anacahuita cultivada en Egipto,
donde los principales componentes determinados fueron (-)-espatulenol y (E)-

cariofileno; encontrando al tipo sesquiterpenos como la clase predominante 2.
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1.12 Antecedentes

Algunas especies de Cordia han sido reportadas por poseer efectos
relacionados con el tratamiento de la diabetes mellitus, por lo que esta especie

tiene potencial para el manejo de diabetes.

En el 2004, Murillo y colaboradores reportaron que C. alliadora posee efecto
hipoglucemiante, probado en un modelo de ratén tratado con alloxano, via de
administracion intraperitoneal (i.p.), utilizando extractos etandlicos de la planta.
En el mismo afo, se reportd el aislamiento de un compuesto denominado
cordiacroma D a partir de C. dentata, donde ademas se realizaron ensayos in
vivo en ratas wistar normoglucémicas, tratadas con alloxano y estreptozotocina
para probar el efecto hipoglucemiante de extracto metandlico de la planta,
donde observaron una disminucion de la glucemia en el ensayo de ratas
tratadas con alloxano (Méndez y cols., 2004)%°. En el 2005 Cetto y cols. *°,
mencionan en un trabajo de revisidon que C. eleganoides y C. tinifolia poseen
actividad hipoglucemiante. En el 2013, Sarathchandiran & Gnanavel

demostraron el efecto hipoglucemiante de extracto alcohdlico de C. sebestena

en ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina®'.

Con respecto al uso de Cordia boissieri en el tratamiento de la diabetes mellitus,
se realizé un estudio en el cual se entrevistaron pacientes femeninas

diagnosticadas con DM, y estds mencionaron que la anacahuita (Cordia
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boissieri) es usada dentro de los remedios herbales para tratar la diabetes *2.
En el 2013 se reporto la actividad alfa glucosidasa a partir de extractos polares
de los frutos de esta especie (Viveros Valdez , 2013)*%. En el 2016 se evalué el
efecto protector de Cordia boissieri contra el sindrome metabdlico, utilizando
como ensayo in vivo un modelo de rata con sindrome metabdlico inducido con
fructosa, encontrando un posible efecto a partir de extractos de acetato de etilo
de las hojas de esta planta (Owis y cols., 2016) 3*. En el mismo afio se evalué
(2016) la actividad de Cordia boissieri en el tratamiento del sindrome
metabdlico, y ademas se reportd el aislamiento de los compuestos, hesperidina,
kaempferol-3-O-B-D-glucopiranosido, acido rosmarinico, [-sitosterol-3- D-
glucopiranosido, quercetina y kaempferol, a partir de extractos de acetato de

etilo de hojas de la planta *.
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1.13 Justificaciéon

Se estima que para el 2030 la cifra de incidencia de DM en el mundo sera de
alrededor de 700 millones. A nivel mundial México ocupa el sexto lugar respecto
al numero de casos de DM. En América latina es el primer lugar en mortalidad y
el tercero en el numero de casos registrados. Adicionalmente, en nuestro pais

esta enfermedad ha alcanzado el primer lugar entre las causas mortalidad.

Aunque en la actualidad existe una amplia gama de tratamientos efectivos, la
incidencia de esta enfermedad va en aumento. En este contexto es importante
contribuir con nuevas estrategias que puedan ser combinadas con las ya esta-

blecidas para mejorar el tratamiento y el manejo de la enfermedad.

Distintas plantas del género Cordia cuentan con reportes de algun tipo de efecto
benéfico sobre el metabolismo de la glucemia. Especificamente, Cordia boissie-
ri tiene antecedentes de uso etnomedicinal en DM y actividad inhibitoria in vitro
de enzimas involucradas en el incremento de niveles de glucosa, como la alfa-

glucosidasa.

Por la importancia de establecer estrategias de control de la glucemia en la DM
y por los antecedentes de efecto hipoglucémico y antihiperglucémico del género
Cordia, en el presente trabajo se propuso realizar el aislamiento y caracteriza-
cién quimica de compuestos o fracciones a partir de Cordia boissieri, una planta

endémica del norte de México con potencial actividad antidiabética.
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1.14 Objetivos

1.14.1 Objetivo general

Obtener extractos, fracciones y/o compuestos a partir de hojas de Cordia bois-

sieri para evaluar su potencial actividad antidiabética.
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1.14.2 Objetivos especificos

1. Obtener extractos, fracciones y/o compuestos a partir de las hojas de Cordia

boissieri.

2. Evaluar in vivo la actividad hipoglucemiante, antihiperglucemiante, y

antidiabética de compuestos o fracciones en modelo murino.

3. Evaluar in vitro el efecto inhibitorio de a-amilasa y a-glucosidasa de

fracciones o compuestos obtenidos.

4. Caracterizar quimicamente las fracciones y/o compuestos obtenidos.
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 Equipo, Material y Reactivos

2.1.1 Equipo

e Licuadora

e Equipo de agitacion

e Rotavapor

e Liofilizadora Labconco, 7522800 Freeze Dry-12; Fr
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Incubadora a 37 °C Stabil-Therm

Glucédmetro portatil Optimum Xceed Abbot, EUA

Balanza analitica, modelo Pioneer, Ohaus, EUA.

Vortex, modelo Maxi Mix Il, Thermo Scientific, EUA

Pistola de desecacion Desaga Hidelberg Trockenpult, Type 134100

Lampara Spectroline Highest Ultraviolet Intensity, 254 y 365 nm

Equipo FT-IR-ATR, Perkin Elmer®, con cristal de ATR

Equipo RMN, Brucker® Advance lll, 400 MHz

Equipo UHPLC-MS, Trampa de iones Ultimate 3000 LCQ FLEET

Lector de placas, modelo Multiskan FC, marca Thermo Scientific, EUA

Centrifuga, centra CL3, Termo IEC

Incubadora con agitacion para microplacas, marca VWR, EUA

Potenciometro, modelo ¢61, marca Beckman, EUA

Placa de agitacién y calentamiento, modelo Ceramag Midi, marca IKA,

EUA
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2.1.2 Material

e Matraz Erlenmeyer 1 L

e Tubos de ensaye Pyrex® 13x100 mm

e Microtubos Eppendorf® 1.5 mL

e Pipetas Pasteur

e Frascos para liofilizar Labconco®

e Placas de porcelana

o Papelfiltro

e Embudo de filtracién rapida

e Tirillas para glucémetro

e Placa de 96 pocillos, poliestireno, fondo plano, Falcon, EUA

e Cromatofolios de silica gel

e Gel de silice (0.040-0.063 mm)

e Vaso de precipitado

e Parafilm

e (Canula de acero inoxidable

e Jeringas 1 mL
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e Tubos Falcon

e Tubos de RMN de 5 mm

2.1.3 Reactivos

e a-Amilasa de pancreas porcino, 15 U/mg, Sigma, EUA

e a-Glucosidasa de Saccharomyces cerevisiae, 12.4 U/mg, Sigma-Aldrich,

EUA

e Acarbosa, 295%, Sigma, China

e Almidén, Sigma, India

e Carbonato de sodio (NaxCO3), 299%, Sigma Aldrich, Japon

e Fosfato de potasio dibasico (KoHPO4), ACS, Fisher Scientific, EUA

e Fosfato de potasio monobasico (KH2POj4), Sigma-Aldrich, EUA

¢ p-Nitrofenil-a-D-glucopiranésido, Sigma-Aldrich, EUA

e Tartrato de sodio y potasio tetrahidratado (C4H4sKNaOge 4H>0), > 99%,

Sigma- Aldrich, Espafa
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2.1.4 Disolventes

Hexano

Acetato de etilo (AcOEt)
Metanol (meOH)

Agua Destilada

Butanol

Etanol (etOH)

Cloroformo

Nitrégeno gas de alta pureza
Oxido de deuterio (D20)

Dimetilsulféxido hexadeuterado (DMSO-d6)

2.1.5 Reactivos especiales

Vapores de NH3

Vainillina en acido sulfdrico

a-Naftol en acido sulfurico

Acido fosfomolibdico
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2.2 Métodos

2.2.1 Colecta de la planta de estudio

Se colectaron hojas de Cordia boissieri en Garcia, Nuevo Ledn, México en los
alrededores del parque Xenpal (carretera a grutas de Garcia, km 18) en la
ubicacion geogréfica, latitud N 25° 50’ 0.873 s, longitud O 100° 34’ 35.158 s. La
colecta se realizd en el mes de agosto del afio 2016. Un espécimen de la planta
fue autentificada en el Herbario institucional de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, y cuenta con el niumero

de voucher 024167.

Posterior a la colecta, la planta se sometié a eliminacion del exceso de polvo,
utilizando chorro de agua ligero, evitando el completo empapamiento del
espécimen. El exceso de agua se elimind sacudiendo ligeramente las hojas y
sometiendo al aire de una secadora expuesta a una distancia aproximada de 1

m para evitar danar el espécimen de estudio.

A continuacién, se sometid6 a secado a temperatura ambiente, dentro de las
instalaciones del Departamento de Quimica Analitica de la Facultad de

Medicina en la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn. Al cabo de 3 dias, la
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planta se deshojo y estas se trituraron en licuadora, obteniendo un polvo que se

sometid a extraccion con diferentes solventes.

2.2.2 Obtencién de extractos primarios

La obtencion de los extractos fue realizada en dos modalidades, uno de manera
directa y otro secuencial. El primer método consisti6 en una extraccion de
manera directa, en donde se colocd una cantidad de planta molida con metanol
unicamente y otro con agua. Esto se realiz6 en proporcién 1:3 peso-volumen
(p/v), se agitaron por una hora a velocidad media (no. 5) en un agitador

Heidolph Unimax 1010. Obteniendo los extractos de metanol y acuoso.

Y un segundo método fue por extraccion secuencial. Donde se utilizaron
solventes de menor a mayor polaridad. Se pesaron 200 g de hoja molida y se
sometieron a extraccion en modo secuencial, se inicié con n-hexano (Hex), se
continué la extraccion con acetato de etilo (AcOEt), luego extraccién con
metanol (meOH) y por ultimo con agua destilada (H2Od), la planta se coloc6 con
cada solvente en proporcion de 1:3 peso-volumen (p/v). El proceso de
extraccion se realizé en agitacion constante a velocidad media (velocidad no. 5)
en un agitador Heidolph Unimax 1010; agitando durante 1 hora y se repiti6 el
proceso con cada solvente indicado hasta 4 veces. Entre cada cambio de

solvente, la planta molida se llevd a sequedad colocandola en un recipiente de
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vidrio limpio, tapado con papel y dentro de la campana de extraccion para
eliminar el residuo del solvente previamente utilizado. En el apéndice A se

muestra un esquema general de la obtencion de los extractos.

Cada extracto obtenido con cada uno de los solventes fue filtrado y llevado a
evaporacion a presién reducida en un rotaevaporador concentrando cada
extracto, excepto el extracto acuoso el cual se sometid a liofilizaciéon. Tras
reducir el volumen de solvente, los extractos se sometieron a una temperatura
de 37°C en estufa para secar por completo. Se registro el peso de los extractos
y se conservaron en frascos ambar a -10 °C hasta su uso en el desarrollo del

trabajo.

2.2.3 Obtencidn de fracciones y/o compuestos

Para continuar con los objetivos se decidi6 trabajar con el extracto metandlico
secuencial ya que fue uno de los que mostré6 mejor efecto hipoglucémico, des-

crito en la seccion 3.5.
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2.2.3.1 Solubilidad diferencial (lavados)

El extracto metandlico secuencial (meOHsec) se disolvi6 con metanol y se
centrifugd por 5 min a 2300 rpm, se separd el precipitado (PB-meOH) y el
sobrenadante por decantacién. EI PB-meOH se sometié a lavados con

cloroformo (CHCI3) para eliminar impurezas.

A la fase sobrenadante (metanol) se le agregd agua desionizada (MilliQ, 12
ohms) y fue sometida a una extraccién con CHCI; (para realizar lavados)
adicionando en una proporcion de 1:2 v/v solvente/sobrenadante. Se someti6 a
centrifugacion por 5 min a 2300 rpm, y se separaron las fases resultantes. Se
obtuvo una fase acuosa (FS-meOH) y una fase organica. Este proceso se
repitid hasta lograr extraer la mayor cantidad de componentes afines con el
cloroformo indicando el punto final, cuando comienza a salir incoloro la fase

organica.

El precipitado (PB-meOH) y sobrenadante (FS-meOH) fueron analizados por
cromatografia en capa fina. Utilizando una fase movil (FM) metanol/acetato de

etilo 50:50, y se observo en la ldampara ultravioleta a 254 y 310 nm.
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2.2.3.2 Seguimiento de compuestos por cromatografia en capa fina

Se realizé una cromatografia en capa fina (CCF) fase normal (gel de silice)
de los extractos secuenciales y de fracciones obtenidos de Cordia boissieri. Se

probaron tres sistemas de eluentes, los cuales describen en la tabla 2.

Tabla 2 Sistemas de eluentes probados en el rastreo de componentes por CCF.

Solventes Proporciones
Hexano: Acetato de etilo 3:2
Metanol: Acetato de etilo 50:50

Butanol: Acido acético: Metanol: | 2:1:0.5:1

Agua

La elucién de los distintos componentes en la CCF se observaron en una
lampara UV a 254 nm y 236 nm, asi como también mediante el revelado con
diversos reactivos como vapores de NHs, vainillina en acido sulfarico, a-Naftol

en acido sulfurico y acido fosfomolibdico.
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2.2.3.3 Purificacion de la fraccion soluble (FS-meOH)

La FS-meOH de la seccién 2.2.3.1 fue liofilizada, posteriormente se disolvid en
proporcion 1:3 p/v en la mezcla de solventes AcCOEt/AcOH/meOH/H.O (en
proporcion v/v 2:0.5:0.5:1). Se centrifugd a 2300 rpm por 5 min, se obtuvieron 2
fases. Este procedimiento se repitid hasta que la fase superior salié incolora y
se descartd la fase superior (Fs). La fase inferior (Fi) se evapor6 utilizando un
rotavapor para reducir el volumen. Se disolvidé con etanol al 90% y se forman
dos fases, una fase superior (Fsz) y una fase inferior (Fiz). Ambas fases se
separan mediante centrifugacion y la Fs; se deja evaporando en una estufa de

calentamiento a 37°C. Con lo anterior se logran obtener cristales.

2.2.4 Elucidacioén estructural del precipitado blanco (PB-meOHsec) y fraccidon

sobrenadante (Fs-meOH)

Los procedimientos de infrarrojo (FT-IR), resonancia magnética nuclear (RMN)
y espectrometria de masas (MS-ESI), que se describen a continuacion
corresponden al objetivo 4 y de manera experimental se estuvieron realizando a

la par con la obtencién de fracciones y compuestos (seccion 2.2.3)
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2.2.4.1 Determinacion cualitativa de nitrogeno

Se realizaron dos pruebas cualitativas para determinar nitrégeno en el

precipitado blanco (PB-meOHsec).

2.2.4.1.1 Preparacion de muestra por fusion con sodio

a.

En un tubo de vidrio se colocd un trocito de sodio, previamente secado

sobre papel filtro.

El tubo se calenté bajo la llama directa de un mechero hasta que los
vapores de sodio llegaron a 1 cm de sobre el fondo; luego se agregaron

5 mg aproximadamente de muestra soélida.

Se calent6 a llama directa durante 2 minutos.

. Se dejé enfriar el tubo y se agregé 1 mL de etanol para descomponer el

exceso de sodio.

Se agregaron 5 mL de agua se agitd, se calenté la mezcla hasta

ebullicion. Se filtré en caliente y se diluyé en 10 mL de agua desionizada.

La solucion resultante incolora y transparente fue utilizada para los dos

ensayos anteriores.
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2.2.4.1.2 Prueba de sulfato ferroso

En tubo de ensaye se coloc6 1 mL de muestra que fue sometida a la fusién con
sodio. Se anadieron 100 mg de sulfato ferroso (FeSQO,). La presencia de color

azul o verde indica un resultado positivo

2.2.4.1.3 Prueba de Azul de Prusia

En tubo de ensaye se coloc6 1 mL de muestra que fue sometida a la fusién con
sodio. Se agregaron 2 gotas de solucion saturada de FeSO4 y amonio (NHy). Se
agregaron 2 gotas de fluoruro de potasio al 30%, se calent6 a ebullicion y se
acidifico con acido sulfurico 30%, hasta disolver. Un color azul Prusia indica un

resultado positivo.

2.2.4.2 Espectroscopia infrarrojo

Se obtuvieron los espectros de infrarrojo (FT-IR) del PB-meOHsec y se
analizaron para identificar grupos funcionales presentes. La obtencién de los
espectros llevé a cabo utilizando el equipo FT-IR-ATR, Perkin EImer®, ATR con
cristal de ZnSe, se realizaron 10 barridos como minimo, en el intervalo con

nGmero de onda de 4000-732 cm™.
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2.2.4.3 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

Se obtuvieron los espectros del extracto metandlico, el precipitado blanco y
la fraccion acuosa 'H-RMN, '*C-RMN, DEPT 135, asi como experimentos de
doble dimension (COSY, HMBC, HMQC) para la elucidacién estructural. Los
experimentos fueron realizados en distintos disolventes, dependiendo de la
solubilidad del analito de interés. Los disolventes empelados fueron agua
deuterada (D20O), cloroformo deuterado (CDCls, metanol tetradeuterado
(MeOD-d4) y dimetilsulfoxido hexadeuterado (DMSO-d6). Los espectros de
RMN fueron obtenidos en un equipo Bruker de 400 MHz equipado con una
consola Avance lll y una sonda BBO con gradientes en z. Los parametros
utilizados para la obtencion de los espectros fueron los preestablecidos para
cada tipo de experimento. El procesamiento y analisis de los datos se realizd
con el software TopSpin 3.5. Para la identificacion de los compuestos se
hicieron célculos del desplazamiento quimico, verificacion de pardmetros
espectroscépicos de los datos reportados en la literatura y busqueda en bases
de datos como la Human Metabolomic Data Base y Jeol Natural Product Data

Base.
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2.2.4.4 Analisis del perfil de fragmentacion inicial por espectrometria de masas

con electrospray del extracto metandlico secuencial

Se utilizé un equipo UHPLC-MS Ultimate 3000, Thermo Scientific, Masas
LCQ Fleet, Trampa de iones, con inyeccion directa por electro spray (ESI)
enmodo de ionizacidbn positiva. Estos experimentos se realizaron en la
Universidad Estatal Paulista, Sao Paulo Brasil. La muestra de extracto
meOHsec, fue particionada mediante una extraccidon en fase sélida (SPE)
utilizando un cartucho C18. Se obtuvieron una fraccion alcohdlica y una
hidroalcohdlica. Ambas fracciones se analizaron y se detectaron en modo

negativo en el rango de 100 a 1500 m/z.

56



2.2.5 Ensayos de actividad in vivo

Los ensayos In vivo se realizaron en el Laboratorio de Electrofisiologia y
Bioevaluacién Farmacoldgica, en la Facultad de Medicina de la Universidad
Auténoma del Estado de Morelos (UAEM) y tiene el aval de la Comisién para el
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CCUAL) de la Facultad de
Medicina de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos. Todos los
animales de estudio se mantuvieron en condiciones adecuadas en el bioterio de
la Facultad de Medicina de la UAEM, con temperatura ambiente de 25-26 °C,
una humedad relativa de 40-50 %, en ciclos de luz oscuridad de 12 horas y

contando con agua y alimento ad libitum, de acuerdo a la NOM-062-Z0O0-199.

2.2.5.1 Evaluacién del efecto hipoglucémico en extractos de Cordia boissieri

Los extractos fueron evaluados para conocer su efecto hipoglucémico. Se
utilizaron ratones mus musculus normoglucémicos, cepa CD1. Cada grupo
formado constaba con 5 ratones. Los grupos experimentales, las sustancias

probadas y las dosis se utilizadas en cada grupo se muestran en la tabla 3.
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Tabla 3 Grupos y dosis evaluados para la actividad hiploglucemica.

Grupo Sustancia a Dosis
administrar

1. Control de vehiculo Agua. --

2. Control farmacoldgico Insulina 5 Ul/kg

positivo

3. Experimentacién (extracto, Muestra a evaluar a) 5 mg/kg

fraccion o compuesto) b) 1 mg/kg

Todos los ratones fueron mantenidos con agua y alimento ad libitum hasta el

momento en que se realizé la prueba.

Se realiz6 el registro de la glucosa basal midiendo con un glucometro portatil
(OptimumXceed Abbot), se tomd la muestra de sangre de la vena caudal. Se
continué el estudio, inyectando 100 L via intraperitoneal (i.p.) de la sustancia a
administrar, de acuerdo con el grupo correspondiente (tabla 2). Se tomé una
muestra de sangre de la vena caudal cada hora (1-6 horas) a partir de la
administracion hasta seis horas posteriores, de esta manera se hizo el registro

de los niveles de glucosa mediante el uso del glucometro portatil.

Con los datos obtenidos, se realizaron graficos de cinéticas de glucemia
promedio de cada grupo, asi como graficas normalizadas y de porcentaje de
reduccién de la glucemia con respecto a la glucosa basal. Para comparar los

resultados se realizd el analisis estadistico con el software Microcal Origin,

58



minitab y excel. Al final se compararon los resultados mediante una prueba

estadistica de Dunnet.

2.2.5.2 Evaluacion de efecto antihiperglucémico en extractos a partir de Cordia

boissieri

Todos los extractos obtenidos (directos y secuenciales) de C. boissieri fueron
evaluados para el efecto antihiperglucémico. El estudio se realiz6 en ratas
Wistar macho, normoglucémicos, con peso entre 250 y 300 g. Todos los
ratones fueron mantenidos con agua y alimento ad libitum hasta el momento en

que se realizé la prueba.

Se formaron grupos de 5 ratas de acuerdo con el niumero de experimentos
requeridos. En la tabla 4 se muestran los grupos formados, las sustancias

administradas y las dosis utilizadas.
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Tabla 4 Grupos experimentales de efecto antihiperglucémico.

hiperglucemia

Grupo Sustancia a administrar | Dosis
1. Control de Agua.
vehiculo

2. Control Almidén de maiz 19/Kg

3. Grupo de

antihiperglucemia

Acarbosa + Almidoén

0.5 mg/Kg + 1 g/Kg

4. Experimentacién

(extracto, fraccion o

Muestra a evaluar +

Almidon

a) 0.5 mg/Kg + 1 g/Kg

b) 2.5 mg/Kg + 1 g/Kg

compuesto) c) 5mg/Kg + 1 g/Kg

Las ratas en todos los grupos se sometieron a un ayuno de 7 horas previo al
desarrollo experimental. Se registrd el peso de los especimenes en cada grupo
y se midi6 la glucosa basal de cada una, tomando la muestra de la vena caudal
y utilizando un glucédmetro portatil. Se administrd la sustancia a cada sujeto de
prueba de acuerdo con la dosis indicada en la tabla 3, mediante via oral
haciendo uso de una canula, se registré la hora de administracion de cada rata;
posteriormente se llevaron a cabo las mediciones de la glucosa del mismo
modo que la medicién basal, a tiempos de 15, 30, 45, 60 y 120 minutos

después de la administracion.

Con los datos obtenidos se realizé el analisis mediante graficos de la cinética de

la glucemia promedio, normalizada y porcentaje de incremento de glucemia con
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respecto a la glucemia basal. Se realiz6 un analisis estadistico basico haciendo
uso del software Microcal Origin, minitab y Excel. Finalmente, se compararon

los resultados mediante una prueba estadistica de Dunnet.

2.2.6 Evaluacién hipoglucémica, antihiperglucémica y antidiabética de la

fraccion(es) y compuesto(s) obtenido(s).

Las evaluaciones de efecto hipoglucémico y antihiperglucémico de los
compuestos aislados se realizaron siguiendo los procedimientos anteriormente

descritos en el apartado 2.2.5.1y 2.2.5.2

2.2.6.1 Evaluacion del efecto antidiabético

Para llevar a cabo la evaluacién del efecto antidiabético se realizé el mismo
procedimiento descrito en el apartado 2.2.5.1. Solo que los ratones utilizados

fueron inducidos a diabetes administrando aloxano.

Para la induccién de la diabetes se administr6 una dosis de 200 mg/Kg de
aloxano via intraperitoneal (i.p.) a cada sujeto de prueba dos semanas previas a

la evaluacién.
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Posterior a las dos semanas después de la induccién, se realiza la medicion de
la glucosa, y los especimenes con una glucosa mayor 200 mg/dL fueron

seleccionados para llevar a cabo la evaluacion.

2.2.7 Evaluacién de actividad In vitro

Las evaluaciones de la actividad in vitro de alfa-glucosidasa y alfa-amilasa
fueron realizados en el laboratorio de bioensayos del Departamento de Quimica
Analitica de la Facultada de Medicina, UANL. Se realizaron de acuerdo con el
procedimiento descrito por Granados Guzman (Granados, 2016) en su tesis

doctoral.

2.2.7.1 Evaluacién de la actividad inhibitoria de a-glucosidasa

Se pesd 1.0 mg de cada uno de los extractos y se disolvié en 500 uL de
amortiguador de fosfatos (PBS, 100 mM, pH 6.8), para aquellos extractos que
presentaron baja solubilidad fue necesario sonicar para lograr su completa
disolucion. Posteriormente, se mezclaron en pocillo de la microplaca: 33 L de

extracto a evaluar, considerando concentraciones entre 20.6 a 660 pg/mL (se
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hicieron diluciones seriadas) y 17 pL de p-nitrofenol-a-D-glucopiranosido (p-
NPG, 33.6 pg/mL), esta mezcla se incubd por 5 min a 37°C. Posteriormente se
agregaron en pocillo de ensayo 17 yL de enzima a-glucosidasa (0.55 U/mL, en
PBS) y se incub6 por 17.5 minutos a 37°C. Finalmente se agregaron 133 pL de
carbonato de sodio 100 mM. Se midi6 la absorbancia (Abs) en un lector de
placas a 405 nm. En cada experimento se incluyé un control del 100% de
actividad enzimatica, el cual, en lugar de muestra o estdndar, se colocé en el
pocillo, 33 pl de PBS (100 mM pH 6.8). Asi mismo se incluyeron en el ensayo
un blanco de muestra y/o estandar, en donde el pocillo no contenia enzima;
s6lo 17 pyL de PBS (100 mM pH 6.8). Para calcular los resultados, el valor de
absorbancia del blanco de muestra o estandar se rest6 a los valores de
absorbancia de la muestra o estandar evaluado. El porcentaje de inhibicion se

calculé como se indica en la férmula siguiente:

Abs — Abs
blanco prueba % 100

%Inhibicion =
Absblanco

Formula 1. Calculo del porcentaje de inhibicion enzimatica.

Como criterio de seleccidn, se consideraron bioactivos todos aquellos extractos

con una concentracion inhibitoria del 50 por ciento (Clsp) menor a 300 pg/mL.

En la tabla 5 se resume el desarrollo experimental para evaluar la actividad a-

glucosidasa. Para cada ensayo la determinacion se realiz6 por triplicado.
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Tabla 5 Resumen del desarrollo experimental de la actividad a-glucosidasa.

Pocillo Blanco Control Blanco de Muestra
microplaca negativo muestra
(100%
actividad
enzimatica)
Amortiguador de 50 uL 33 uL 17 uL --
Fosfatos
(100 mM, pH 6.8)
Muestra Problema | -- -- 33 uL 33 uL
(diferentes
concentraciones)
p-NPG (395 pug/mL) |17 yL 17 uL 17 ulL 17 ulL
Incubar por 5 min. A37 °C
Enzima a-glucosidasa | -- 17 uL -- 17 uL
(0.55 U/mL)
Incubar por 17.5 min. A 37 °C
Carbonato de sodio | 133 pL 133 uL 133 uL 133 uL
(100 mM)
Volumen final 200 pL 200 uL 200 pL 200 pL
Medir Abs a 405 nm

2.2.7.2 Evaluacion de la actividad inhibitoria de a-amilasa

Se peso6 1.0 mg de cada uno de extracto o compuesto y se disolvié en 1 mL
de amortiguador de fosfatos (PBS-NaCl, 100 mM, pH 6.9), algunos de ellos se
sonicaron para lograr su completa disolucion. En un tubo de ensaye se
mezclaron 100 uL de extracto, segun la concentracién deseada a evaluar que
fue entre 6-200 pg/mL; cada ensayo fue realizado por triplicado. Se anadi6 al

tubo con la muestra 100 pL de la enzima a-amilasa (1.5 U/mL en PBS-
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NaCl, 100 mM, pH 6.9). Se incubaron por 7.2 min a 37°C. Se anadieron 100 uL
de almidén (0.38 mg/mL, en PBS-NaCl) se incubaron por 5.5 min a 37 °C. Se
agregaron 200 pL de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNSA, 96 mM) y se colocé el
tubo en un bano de agua hirviendo por 15.6 min. Se enfrio y se transfirieron 100
UL a una placa de 96 pozos. Y se diluyeron con 100 puL de agua destilada. Se
midi6 la absorbancia a 540 nm en un lector de placas Multiskan FC,
Thermoscientific. En cada experimento se incluyé un control de 100% de
actividad enzimatica, en el que se colocaron 100 uL de PBS-NaCl 100 mM pH
6.9, en lugar de muestra o estandar. Asi mismo, se incluye un blanco de
muestra o estandar, que no contiene enzima, contiene 100 pL de amortiguador.
El valor de absorbancia del blanco de muestra o estandar se resta a los valores
de absorbancia de su muestra o estandar. El porcentaje de inhibicién se calculd
como se indica en la formula 1. Se consideraron como activos todos aquellos
extractos con Clsp menores a 25 pug/mL. En la tabla 6 se resume el desarrollo

experimental realizado para evaluar la actividad a-amilasa.
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Tabla 6 Resumen del desarrollo experimental de la actividad a-amilasa.

Tubo Blanco | Control negativo | Blanco de Muestra
(100% actividad | muestra
enzimatica)
Amortiguador de 200 uL | 100 pL 100 pL --
Fosfatos
(100 mM, pH 6.9)
Muestra Problema | -- -- 100 pL 100 pL
(diferentes
concentraciones)
Enzima a-amilasa -- 100 pL -- 100 pL
(1.5 U/mL)
Incubar por 7.2 min. A 37 °C
Almidén (3.8 mg/mL) [ 100 pL | 100 pL 100yl [ 100 pL
Incubar por 5.5 min. A37 °C
DNSA (96 mM) 200 pL | 200 pL 200l | 200 pL

Colocar en bafno de agua hirviendo por 15.6 min

Transferir 100 yL a microplaca

Agua

100 pL | 100 pL 100yl [ 100 pL

Medir Abs a 540 nm
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Obtencidn de extractos primarios

De la planta de Cordia boissieri colectada en Garcia, Nuevo Ledn, México en
los alrededores del parque Xenpal (carretera a grutas de Garcia, km 18) en la
ubicacion geografica, latitud N 25° 50’ 0.873 s, longitud O 100° 34’ 35.158 s.
Se obtuvieron 1.34 kg (peso seco) de hoja molida. A partir de las cuales se ob-
tuvieron los extractos que se expresan en cantidades porcentuales de peso se-
co como se indican en la tabla 8. A partir de la planta colectada se obtuvieron
de manera directa extractos metanol y acuoso. Asi como también, extractos

secuenciales de hexano, acetato de etilo, metanol y acuoso. Los extractos fue-
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ron evaluados para conocer los efectos hipoglucémicos y antihiperglucémicos,

con la finalidad de seleccionar el adecuado y continuar con el trabajo.

Tabla 7. Extractos obtenidos a partir de las hojas de Cordia boissieri (porcentaje de peso seco)

Porcentaje de extracto (peso seco)

Hexano (secuencial) 5.86 %
Acetato de etilo (secuen-|2.05 %
cial)

Metanol (secuencial 14.11 %
Acuoso (secuencial) 11.4 %
Metanol (directo) 24.37%
Acuoso (directo) 20.14 %
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3.2 Obtencion de fracciones y compuestos

3.2.1. Solubilidad diferencial (lavados)

Se eligio el extracto metandlico secuencial para continuar con el trabajo
experimental, por su facil manejo en comparacién con los otros extractos
obtenidos y por experiencia en el grupo de trabajo. Mediante solubilidad
diferencial a partir del extracto metandlico secuencial, utilizando como
disolvente metanol, se logr6 obtener un precipitado blanco (PB-meOHsec) y

una fraccion sobrenadante (FS-meOH), figura 5.

El PB-meOHsec y la FS-meOH fueron analizados por cromatografia en capa

fina (CCF) y por técnicas espectroscopicas.

Figura 5. Extracto metandlico secuencial. Se observa la formacion de las dos fases que luego

fueron separadas y analizadas.
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3.2.2 Seguimiento de compuestos aislados por cromatografia en capa fina

El PB-meOH y la FS-meOH se analizaron por cromatografia en capa fina (CCF)
de gel de silice, se utiliz6 una fase movil (FM) butanol/acido acético/agua,
(BUOH/AcOH/H20) 2:1:2.5 y se observé bajo la ldampara de UV a 254 nm. En
el cromatofolio (figura 6 b) se observaron en el carril C (control de extracto
metandlico secuencial) 3 bandas con Ry de 0.5, 0.61 y 0.77. En el carril 1 de la
FS-meOH se observaron 3 bandas con Ry de 0.5, 0.61 y 0.77. Y en el carril 2
del PB-meOHsec no se observaron bandas, sélo se observé el punto de
siembra, por lo cual consideramos que tenia pureza. En la tabla 8 se muestran

los factores de retencidén observados en el cromatofolio de la figura 6.

a)

o8 pil. !

G 1 3

Figura 6. Capa fina a) sin revelar y b) observada en lampara UV a 254 nm, de las fracciones
obtenidas por solubilidad a partir del extracto meOHsec
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Tabla 8 Factores de retencion de las bandas en la capa fina del extracto meOHsec. C: control
de extracto metandlico secuencial, 1: PB-meOHsec, 2: FS-meOH

Carril | Factor de retencion (Ry)
C Banda 1: 0.5
Banda 2: 0.61
Banda 3: 0.77
1 Banda 1: 0.5
Banda 2: 0.61
Banda 3: 0.77
2 Punto de siembra: 0

3.2.3 Purificacién de la fraccién soluble (FS-meQOH)

Se utilizé una solucién de AcOEt/AcOH/meOH/H,O en proporcion 2:0.5:0.5:1
v/viviv. Durante la disolucion de la muestra FS-meOH, se observd que se
formaban dos fases y en la figura 7 se muestra la separacion obtenida. Se
separaron ambas fases y se analizaron mediante CCF. En la figura 8 se
observan las bandas de cada fraccién. En el carril C del control de la FS-meOH
se observan 3 bandas, en el carril Fs de la fraccion superior se observan 3
bandas y en el carril Fi de la fraccidn inferior se observan otras bandas que al

revelarse con luz UV parecen las mismas en las 3 muestras.
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Figura 7. Separacion de la FS-meOH, utilizando la FM AceOEt/AcOH/meOH/H20 en proporcion
2:0.5:0.5:1 como disolvente

Figura 8. CCF observado a 254 nm. Separacion de la FS-meOH, utilizando la FM
AceOEt/AcOH/meOH/H20 en proporcion 2:0.5:0.5:1 como disolvente

La fraccion “Fi” fue utilizada y se anadi6o etanol al 90%, se formaron
nuevamente dos fases, una superior, y una inferior con aspecto de emulsion.
Ambas fases fueron separadas y denominadas la fraccién superior como Fsy, y
la fase inferior como Fi>. Se analizaron ambas fracciones mediante CCF y se
observaron bajo luz UV a 254 nm. En la figura 9, los carriles corresponden

como se describen a continuacién: C = control de fraccién FS-meOH, DP = D-
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pinitol, Fs = fraccion superior, Fi = fraccion inferior, Fs, = Fraccién soluble y Fis
= emulsion; se observa ligera diferencia en los patrones de las bandas, la
fraccion Fix presenté una uUnica banda. En la figura 10 se muestra la CCF
revelada con fosfomolibdico, donde se observd el compuesto D-pinitol con un
R:=0.35. En la fraccion Fiy Fsp, también se observo una banda con Rf similar al

del D-pinitol, R=0.38 y 0.42 respectivamente. Se continud trabajando con la

FSQ.

Figura 9. CCF observada a 254nm. Se observan las bandas de DP y fracciones Fiy Fs,. Solo
la Fi2, presenta una unica banda.
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Figura 10. CCF revelado con acido fosfomolibdico, donde se observa las bandas del carril DP,
Fiy Fs, con Rf=0.35, 0.38 y 0.42 respectivamente

Del compuesto D-pinitol y fraccion Fsp, se realiz6 una CCF que fue revelada
con alfa-naftol, un reactivo afin a compuestos de tipo carbohidrato. En la figura
11 se muestra la correspondiente CCF, donde se observan las bandas del
estandar de D-pinitol con R;=0.33 y dos bandas para la Fs con R;=0.38 y 0.68.
El compuesto en la banda Ri= 0.38 de la Fs, es un carbohidrato, posible
analogo del D-pinitol. La Fs, que contenia este compuesto se evaporo en estufa
de calentamiento a 37 °C y se obtuvieron cristales con un rendimiento del
1.48%. Se realiz6 un analisis por RMN de una porcién de los cristales donde se
observaron sefales del quebrachitol junto con sefiales de algunos solventes

utilizados (material no presentado).
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Figura 11. CCF silice revelado con alfa-naftol. Se observan las bandas con R=0.33 del D-pinitol
y R=0.38, 0.68 de la FS..

3.3 Analisis y elucidacion estructural del precipitado blanco (PB-meOHsec)
3.3.1 Determinacion cualitativa de nitrégeno

Se hizo una fusién con sodio al PB-meOHsec, posteriormente se realiz6 el
ensayo de sulfato ferroso con la soluciéon de la fusion con sodio. El resultado
observado fue una coloracion azul en el tubo de prueba (figura 12). Dicho

resultado indic6 que la prueba era positiva para nitrégeno.

Se realizé también, simultdneamente, el ensayo de azul de Prusia utilizando la

solucién de la fusién con sodio. El resultado observado en el tubo de prueba fue
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una tonalidad azul, que indicd una respuesta positiva a la prueba de nitrégeno,

como se muestra en la figura 13.

P BmeOH

Figura 12. Ensayo de sulfato ferroso, una coloracion azul indica
positiva la prueba para nitrégeno

PBmeOH

Figura 13. Prueba de azul de Prusia. Una tonalidad azul indica que la prueba es positiva para
nitrégeno.
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3.3.2 Analisis del precipitado blanco metandlico (PB-meOHsec) por

espectroscopia de infrarrojo FT-IR-ATR.

Se llevdé a cabo el analisis por FT-IR-ATR del PBmeOHsec. Se obtuvo el
espectro de infrarrojo, el cual se muestra en la figura 14. En el espectro se
observaron sefiales caracteristicas de estiramientos correspondientes a grupos
funcionales de amina y carbonilo, que estan descritas en la tabla 9 e indicados

en la figura 14.
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Espectro de FT-IR-ATR de PBmeOH
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Figura 14. Espectro de infrarrojo del PBmeOH
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Numero de onda (cm™)

Tipo de senal

Grupo funcional

3438, 3341

Estiramiento
(asimétrico)

N-H (amida o amina)

3055 Sobretono O=C-N

1704, 1652 Estiramiento C=0
(asimétrico)

1527 Flexion (tijera) C-N (O=C-N)

Tabla 9. Sefales y grupos funcionales detectados en el espectro de FT-IR del PB-meOH.
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3.3.3 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear. Analisis del

precipitado blanco metandlico (PB-meOHsec)

Se obtuvieron los espectros de 'H-RMN del PB-meOHsec utilizando como
disolvente DMSO-d6. En la figura 15 se muestra el espectro competo de 'H-
RMN, en donde se observan 5 sefales por encima de 5 ppm. Las otras dos
senales observadas corresponden al disolvente y a una impureza (*). En la
figura 16 se muestra el espectro anterior con un acercamiento en las senales de
desplazamiento quimico entre 5 y 11 ppm. En la figura 17 se observa el

espectro de "*C-RMN, el cual presenta cuatro sefiales en el intervalo de 50-180

ppm.

APL-PPTLAOTI116
SOLIDO BLANCO

DMS0 (POCO SOLUBLE)
TH-RMN
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T T T T T T T
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Figura 15 Espectro de "H-RMN del PBmeOH en DMSO-d6 (*HOD,. ** DMSO-d5).
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Figura 16 Ampliacion del espectro de '"HRMN de PBmeOH, observando sefiales con
desplazamientos quimicos entre 5-11 ppm.
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Figura 17 Espectro ">C-RMN del PBmeOH, en DMSO-d6*,
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Posteriormente, se realizé otro experimento de '"H-RMN donde se cambio el
disolvente DMSO-d6 por agua deuterada. En la figura 18 se observara que 4
seflales con desplazamientos mayores a 5 ppm desaparecieron, esto es
evidente al compararlo con el espectro 'H-RMN en DMSO-d6 (figura 16). Este
efecto indicé la presencia de protones intercambiables como los de grupos

amino o hidroxilo.

APL-PPTLAO71116
SOLIDO BLANCO
1H-RMN

D20

DMSO

L

Figura 18. Espectro de experimento de "H-RMN de PBmeOH en D,0O en lugar de DMSO-d6
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10 9 8 7 6 Ippmy
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Se realizaron experimentos de DEPT90 y DEPT135 de PBmeOHsec. En la
figura 19 se observan las senales con deslazamiento quimico entre 155-185
ppm, que corresponden a carbonos cuaternarios y la sefial cercana a 60 ppm

corresponde a un carbono de grupo metino (CH).

[ DEPT90

l
Sy BT i PN R i A ﬁ—.———————.——J——ﬂﬁ

DEPT135

T Y v - .. > - a v — — ~ - ~ /
200 150 100 0 (ppm)

Figura 19. Experimentos DEPT realizados al PBmeOHse

Los experimentos de doble dimensién (2D) utilizados para la identificacion del
PBmeOHsec, HSQC, COSY y HMBC se encuentran en los apéndices B, Cy D

respectivamente.

A partir de los datos espectroscépicos derivados de los experimentos de 'H-
RMN, C-RMN y de doble dimensién se identifico al PB-meOHsec como
alantoina (Figura 20). En la tabla 10 se resume el analisis de los espectros
obtenidos experimentalmente, asi como datos reportados en la literatura que

concuerdan con los obtenidos y la estructura del compuesto.
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Figura 20. Estructura del compuesto alantoina, elucidado a partir del analisis espectroscopico
del PB-meOHsec

Tabla 10. Datos espectroscopicos del compuesto Alantoina, obtenido del PB-meOHsec..

"H-RMN (400 MHz, DMSO-d6) "H-RMN C-RMN C-RMN
(300 MHz, (100 MHz, DMSO-d6) (300 MHz,
DMSO-d6) DMSO-d6)
H | Integracion | Experimental | Ju; Literatura® C Experimental Literatura®
5 ppm (m) 3 ppm (Jhz) 5 ppm (tipo) 5 ppm
111 10.55 (s) 10.52 2 174 (cuaternario) 173.9
31 5.24 (d) 8.4 5.24 3 62.5 (metino) 62.8
1.2
4 |1 8.06 (s) 8.04 5 156 (cuaternario) 157 .1
6 |1 6.9 (dd) 8.4 6.88 7 158 (cuaternario) 157.7
812 5.8 (s) 5.77

*Patching, S. (2017)
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3.3.4 Identificacion de alantoina por MS-ESI en el extracto metandlico

secuencial

Inicialmente, por parte de la identificacion global de la muestra, se obtuvo un
perfil espectrométrico del extracto metandlico secuencial mediante MS-ESI. A
partir de estos datos fue posible identificar iones que correlaciones con los
datos esperados para la alantoina. En la figura 21, se muestra el espectro de
espectrometria de masas en la region comprendida entre150-1500 m/z). En
esta ventana espectral se identificé un ion molecular negativo de 157.08 m/z
(figura 22, misma imagen que figura 21) que podria tratarse de alantoina, ya

que corresponde con el peso molecular (158.117 g/mol).

Relative Abundance
E=
L

12958 5942 62950 EBLAT .,
2358 aa950 4373 7424 . , = .
0 NP e T VF U Pt L L L. . .
M 300 0 500 800 700 E) )] 1000 1100 120 1200 1400 1500

mz

Figura 21. Espectro de masas (150-1500 m/z) de perfil inicial del extracto metandlico
secuencial por obtenido por ESI-MS.
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Figura 22. Espectro de masas (150-1500 m/z) de perfil inicial del extracto metandlico
secuencial por MS-ESI
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3.4 Andlisis y elucidacion estructural de la fraccién

soluble en metanol (FS-meOH)

3.4.1 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

Mediante RMN se realizo el analisis de la FS-meOH. En el espectro de 'H-
RMN en la figura 23, se observan diversas sehales que corresponden con un
compuesto mayoritario y también sefiales atribuibles a algunas impurezas. Se
describen a continuacion las sefales correspondientes al compuesto principal.
Se observan senales singulete, triplete y multiplete en la zona de 3 a 4.3 ppm
que pueden deberse a grupos metinos y metilo. En esta regién de
desplazamiento quimico es usualmente la zona en donde se observan las
sefales de los carbohidratos. Por otra parte, el analisis comparativo de los
espectros de varias fracciones equivalentes permitid establecer que la sefial a
1.25 ppm corresponde con una impureza que coeluye con el compuesto
mayoritario. Se determiné que la sefial en 1.25 no corresponde al compuesto
mayoritario debido a que la integracion de la sefial no es proporcional en los
distintos espectros de "H-RMN que fueron obtenidos. Esta relacion cambiante
de areas con respecto a las sefiales en la region de los carbohidratos sugiere

que se trata de un compuesto independiente. Por otra parte, en el espectro 3c-
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RMN de la figura 24, se observan 7 sefales de mayor intensidad en la zona de
56 a 80 ppm, que corresponde al compuesto de mayor abundancia en la

muestra.

APL-M200316PPT
D20 r
TH-RVIN o/ PRESATURACTION

[*1e6]

15532

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
a5 40 35 30 25 20 15 [ppm]

Figura 23. Espectro 'H-RMN de FS-meOH en disolvente D,0
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Figura 24. Espectro "3C-RMN de FS-meOH en disolvente D,0O
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También se realizé un experimento de doble dimension, donde se obtuvo el es-
pectro HSQC, apéndice E, con la finalidad de establecer la correlacién de entre
los nucleos de hidrégeno y carbono a un enlace de distancia. El analisis de este

espectro permitié confirmar la presencia de un carbohidrato en la muestra.

Con los datos de los experimentos de 'H-RMN, "*C-RMN  se realizé una
busqueda en la base de datos “Jeol Natural Products” (http://www.j-

resonance.com/en/nmrdb/). Por comparacién de desplazamientos quimicos vy

constantes de acoplamiento, se identific6 que el compuesto mayoritario en la
FS-meOH es quebrachitol (Figura 32). En la Tabla 14 se resume el analisis de
los espectros obtenidos experimentalmente, asi como datos reportados en la

literatura que concuerdan con los obtenidos y la estructura del compuesto.
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Figura 25. Estructura del compuesto quebrachitol, identificado a partir de la FS-meOH

Tabla 11. Datos espectroscépicos del compuesto quebrachitol obtenido de la FS-meOH

"THRMN

(400 MHz, D;0)

"THRMN

(600 MHz, CDCls)

TC-RMN

(100 MHz, D;0)

TC-RMN

(75 MHz, CDCl3)

H | Experimental JHz Literatura | Ju. | C | Experimental Literatura
5 ppm (m) 5 ppm (m) 5 ppm (tipo) 5 ppm
1 | 3.58 (c) 9.5 3.6 (t) 95 |1 | 72.5(CH) 73.1
2 [ 351(c) 9.5 3.56 (t) 95 |2 | 72.1 (CH) 74.6
3 |3.67(c) 9.5 3.68 (dd) 9.5 | 3 | 70.3(CH) 72.3
3.6
4 | 3.95(t) 3.6 3.94 (1) 36 | 4 | 70.18 (CH) 73.2
5 | 4.13 (1) 35 4.12 (1) 35 | 5 | 66.5(CH) 69.2
6 | 3.4 (m) 9.5, 3.6 | 3.33(dd) 9.5 | 6 | 80 (CH) 82.4
3.6
7 | 3.45(s) - 3.45 (s) - |7 ] 56.5(CH3) 57.8

*Mahmoud, A. (2006)
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3.4.2 ldentificacion de quebrachitol por MS-ESI en el extracto metandlico

secuencial

Mediante el analisis experimental por MS-ESI se obtuvo un perfil inicial de
masas del extracto metandlico secuencial. En la Figura 26 se muestra el barrido
completo en el intervalo de 50-1500 m/z, en el cual se logré identificar un ion
molecular negativo de 193 (M"). En la Figura 27 se observa el acercamiento al
ion molecular el cual podria deberse al quebrachitol, ya que corresponde con el

peso molecular de este compuesto (194.183 g/mol).

Casnar
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Figura 26. Espectro completo de MS-ESI del perfil inicial del extracto metandlico secuencial
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Figura 27. Espectro aumentado del perfil inicial de quebrachitol donde se observa el ion 193 m/z
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En el mismo espectro de masas se lograron identificar iones negativos (M’) que
concuerdan con fragmentos de pérdidas logicas para el compuesto
quebrachitol. En la Tabla 12 se resumen Ilos fragmentos obtenidos
experimentalmente en modo negativo y datos de literatura encontrados en
modo positivo (M*). Se observan las sefiales de estos fragmentos en la Figura

28.

Tabla 12. Fragmentos de pérdidas I6gicas que concuerdan con los de quebrachitol

lon M experimental lon M* jieratura®
143 m/z 144 m/z
115 m/z 116 m/z
101 m/z 102 m/z

* Annuziata, M., (1976)

70 143.08

63 193.08

s
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1
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Figura 28. Fragmentos 143, 115 y 101 m/z que concuerdan con pérdidas logicas esperadas
para quebrachitol
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3.5 Evaluacién del efecto hipoglucémico en extractos de Cordia boissieri

En la Figura 29 se muestra la cinética de la hipoglucemia durante la evaluacién
de los extractos: metandlico directo, hexano secuencial, acetato de etilo se-
cuencial, metanol secuencial y acuoso secuencial. Los valores de glucemia se
normalizaron con respecto a la glucemia basal de cada grupo experimental. En
esta figura se observa que el efecto hipoglucémico de la insulina se presentd en
la hora 1, de 6 que fueron evaluadas. También se observa que 3 de los extrac-
tos evaluados tienen un efecto hipoglucémico que se presentd en las horas 5y
6, al final del periodo evaluado. Para apreciar mejor el efecto hipoglucémico
maximo de cada uno de los tratamientos durante las 6 horas que durd el expe-
rimento, los resultados se graficaron como porcentaje de reduccion de la glu-
cemia (Figura 30), tomando en cuenta el efecto hipoglucémico, independiente-
mente de la hora presentado. Podemos observar que los extractos polares, me-
tandlico secuencial, acuoso secuencial y metandlico directo, redujeron la glu-
cemia en aproximadamente 49%, 45% y 32% respectivamente, los cuales no

son significativamente diferentes al 50% registrado para la insulina.
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Figura 29. Efecto hipoglucémico de extractos de Cordia boissieri en ratones CD1 adulto. Dosis
de 1 mg/kg administracion intraperitoneal. n=5, media * error estandar (ES).
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Figura 30. Porcentaje de reduccion de glucemia del efecto hipoglucémico de la insulina y los
extractos de Cordia boissieri en ratones CD1 adulto. Dosis de los extractos: 1 mg/kg,
administracion intraperitoneal. n=5, media % error estandar (ES).
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3.6 Evaluacién del efecto antihiperglucémico de

extractos a partir de Cordia boissieri

Los extractos obtenidos a partir de Cordia boissieri también fueron evaluados
para medir el efecto antihiperglucémico, después de co-administrarse con
almiddén en ratas Wistar, normoglucémicas, por via oral. La disminucién de la
glucemia después de la administracion del almidon y los extractos, podria
indicar inhibicion de la digestion del almiddn o inhibicidén del transporte intestinal
de glucosa. En la Figura 31 se muestra la cinética hiperglucémica normalizada
(respecto a la glucemia basal) para la dosis de 0.5 mg/kg de cada extracto. En
esta evaluacion, la busqueda del efecto antihiperglucémico se centré en el
tiempo de 15 minutos, tiempo en el cual hay un mayor incremento de la
glucemia tras la administracion de la carga de carbohidratos (control de
almiddn). Para visualizar mejor el efecto antihiperglucémico observado de los
extractos evaluados en las dosis de 0.5 mg/kg, se grafic6 en un esquema de
barras el porcentaje de incremento de la glucemia observado en el minuto 15
(Figura 32). En las Figuras 31 y 32 se observa que el extracto acuoso
secuencial y metandlico secuencial registraron un incremento de glucemia
menor al del almidén, el porcentaje de incremento de glucemia fue del 9% y
11% respectivamente, y es estadisticamente diferente al incremento que se
observa con el control de carbohidratos (almidon). No se encontré diferencia

significativa respecto al incremento de glucemia observado con el control de
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acarbosa (inhibidor de la digestion del almidén), esto a la misma dosis de 0.5
mg/kg. Los extractos restantes presentaron un incremento igual o mayor del
observado por el control del almidén. Con el fin de determinar el posible efecto
dosis-dependiente, se evaluaron los extractos metandlico secuencial vy
metandlico directo en dosis de 2.5 y 5 mg/kg. Las cinéticas hiperglucemicas se
muestran en las Figuras 33 y 34. Para la dosis de 2.5 mg/kg, los dos extractos
registraron una glucemia menor a la del control de almiddn, diferente
significativamente, ambos extractos tuvieron una glucemia similar a la del
control de acarbosa (sin diferencia estadisticamente significativa). Sin embargo,
en la dosis de 5 mg/kg, ambos extractos no tuvieron efecto antihiperglucémico.
Al minuto 15, la glucemia fue igual a la del control de almidén, siendo
significativamente no diferente, y mayor a la del control de acarbosa (con

diferencia significativa).

En el apéndice A, se muestra un esquema de barras que indica el incremento
de glucemia a los 15 minutos, del extracto metandlico secuencial en las tres

dosis evaluadas de 0.5, 2.5 y 5 mg/kg.
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Efecto antihiperglucémico
Extractos de C. boissieri
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Figura 31. Efecto antihiperglucémico de extractos de Cordia boissieri en ratas Wistar adulto.
Dosis de 0.5 mg/kg administracién oral. n=5, media + error estandar (ES)
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Efecto Antihiperglucémico a los 15 minutos
Dosis 0.5 mg/kg
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Figura 32. Porcentaje de incremento de glucemia del efecto antihiperglucémico de extractos de
Cordia boissieri en ratas Wistar adulto. Dosis de 0.5 mg/kg administracion oral. n=5, media +
error estandar (ES).
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Figura 33. Efecto antihiperglucémico de extractos metandlico directo y secuencial de Cordia
boissieri en ratas Wistar adulto. Dosis de 2.5 mg/kg administracion oral. n=5, media + error
estandar (ES)
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Efecto antihiperglucémico
Dosis 5 mg/kg n=5
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Figura 34. Efecto antihiperglucémico de extractos metandlico directo y secuencial de Cordia
boissieri en ratas Wistar adulto. Dosis de 5 mg/kg administracion oral. n=5, media * error
estandar (ES)
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3.7 Evaluacién hipoglucémica, antihiperglucémica y

antidiabética de la alantoina y quebrachitol

3.7.1 Evaluacion del efecto hipoglucémico de alantoina y quebrachitol

En la Figura 35 se muestra la cinética de la glucemia normalizada respecto al
nivel basal. El efecto hipoglucémico en ratones normoglucémicos se determiné
en un periodo de 6 horas para alantoina, en dosis de 1 y 5 mg/kg. Se observa
que en el lapso de tiempo evaluado, el compuesto presenta su efecto hipoglu-
cémico maximo en la hora 6, mientras que el control farmacoldgico de insulina
presenta su efecto hipoglucémico en la primera hora. En la Figura 36 se mues-
tra el porcentaje de reduccién de glucemia, tomando en cuenta sélo el punto
con mayor efecto en el lapso evaluado. La alantoina en las dosis evaluadas de
1y 5 mg/kg registré una reduccion de glucemia del 14% y 10 % respectivamen-
te mientras que la insulina logré reducir la glucemia hasta en un 50%. La alan-
toina mostré un efecto hipoglucémico menor que el control farmacoldgico, esta-
disticamente presentan diferencia significativa, por lo tanto la alantoina no cau-

sa efecto hipoglucemiante en el lapso de tiempo evaluado.
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Efecto hipoglucemiante
Alantoina
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Figura 35. Efecto hipoglucémico del PB-meOHsec en ratones CD1 adulto. Dosis de 1 y 5 mg/kg
administracion intraperitoneal. n=5, media + error estandar (ES)
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Figura 36. Porcentaje de reduccion de glucemia del efecto hipoglucémico de alantoina en
ratones CD1 adulto. Dosis de 1 y 5 mg/kg administracion intraperitoneal. n=5, media * error
estandar (ES).
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En la Figura 37 se muestran los resultados de la evaluacion hipoglucémica el
quebrachitol. En la grafica se observa que en las dosis de 1 y 5 mg/kg, la glu-
cemia muestra una tendencia al descenso respecto a la glucemia basal, lle-
gando registrar su mayor efecto reductor en la hora 6. En la Figura 38 se mues-
tra el porcentaje de reduccién de glucemia, para el que se tomo en cuenta el
punto con mayor efecto en el lapso evaluado. Se observa que el porcentaje de
reduccion de glucemia de los cristales de Fs;, para la dosis de 1 y 5 mg/kg fue
de 38% y 28 % respectivamente, mientras que la insulina present6é una reduc-
cién de hasta 50%. La disminucion observada con la dosis de 1 mg/kg de los
cristales de Fsp, comparada con el efecto de la insulina, estadisticamente resul-
t6 sin diferencia significativa, por lo que los cristales de Fs; (en la dosis de 1
mg/kg) tienen un efecto hipoglucémico semejante a la insulina, aunque su ciné-

tica es muy diferente.

Efecto hipoglucemiante
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—e— Quebrachitol 1 mg/kg =—e— Quebrachitol 5 mg/kg
Control vehiculo =@—Insulina 5 U/kg

Figura 37 Efecto hipoglucémico de FS-meOH en ratones CD1 adulto. Dosis de 1 y 5 mg/kg
administracion intraperitoneal. n=5, media + error estandar (ES)
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Figura 38 Porcentaje de reduccion de glucemia de FS-meOH en ratones CD1 adulto. Dosis de 1
y 5 mg/kg. Administracion intraperitoneal. n=5, media + error estandar (ES).

3.7.2 Evaluacién del efecto antihiperglucémico de alantoina y quebrachitol

La alantoina y el quebrachitol fueron evaluados para el efecto antihiperglucémi-
co en ratas Wistar, normoglucémicas, co-administrados con almidén en dosis
de 0.5, 2.5 y 5 mg/kg. En la Figura 39, se muestra el resultado obtenido para la
alantoina, en donde se observa que en el minuto 15 la dosis de 0.5 mg/kg pre-
senta un efecto antihiperglucémico menor al control de almidén. Con el fin de
tener una mejor comparacion del efecto obtenido para cada tratamiento, en la

Figura 40 se muestra el porcentaje de incremento de glucemia, donde la alan-
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toina increment6 un 10% de glucemia, misma que fue significativamente dife-
rente al control de almidén. La alantoina tuvo un efecto antihiperglucémico simi-
lar al de la acarbosa con un incremento de glucemia del 10%, que resultd signi-
ficativamente no diferente cuando se evaluaron en la misma dosis. Sin embar-
go, la alantoina no presentd efecto antihiperglucémico en las dosis de 2.5y 5
mg/kg, ya que tuvieron un resultado igual al del control de almidén, con un in-
cremento de glucemia de 23% y 24 % respectivamente siendo significativamen-

te no diferente al control de almidén.

Efecto antihiperglucemiante
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Figura 39 Efecto antihiperglucémico de PB-meOHsec en ratas Wistar adulto. Dosis de 0.5, 2.5 y
5 mg/kg administracion oral. n=5, media + error estandar (ES)
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Figura 40. Porcentaje de incremento de glucemia del efecto antihiperglucémico de PB-
meQOHsec en ratas Wistar adulto. Dosis de 0.5, 2.5 y 5 mg/kg administracion oral. n=5, media +
error estandar (ES).

También se evalud el efecto antihiperglucémico del compuesto quebrachitol, y
en la Figura 41 se observa la cinética de glucemia normalizada respecto a su
nivel basal para las dosis de 0.5, 2.5 y 5 mg/kg. El compuesto no tiene efecto
antihiperglucémico a los 15 minutos, ya que su efecto es igual al del control de
almidén. Para analizar mejor el efecto hiperglucémico, la Figura 42 muestra el
porcentaje de incremento obtenido en cada tratamiento experimental. El que-
brachitol incrementd la glucemia en 34%, 33% y 26 % a las dosis de 0.5,2.5y 5
mg/kg respectivamente. Este efecto resultd estadisticamente no diferente al
control de almidén en las tres dosis, el cual incrementd la glucemia en un 34%.
El control de acarbosa incrementé la glucemia en un 9% teniendo una diferen-
cia significativa con los cristales de Fs; en sus dosis probadas, por lo que el

quebrachitol no tiene efecto antihiperglucémico en las dosis evaluadas.
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Efecto antihiperglucémico
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Figura 41 Efecto antihiperglucémico de quebrachitol en ratas Wistar adulto. Dosis de 0.5, 2.5y 5
mg/kg administracion oral. n=5, media * error estandar (ES)
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Figura 42 Porcentaje de incremento de glucemia del quebrachitol en ratas Wistar adulto. Dosis
de 0.5, 2.5 y 5 mg/kg administracion oral. n=5, media + error estandar (ES)
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3.7.3 Actividad antidiabética de los cristales de quebrachitol

La actividad antidiabética del quebrachitol se determind mediante el descenso
de la glucemia en ratones inducidos a diabetes con aloxano. En la Figura 43 se
muestra la cinética glucémica, en donde se observa que el compuesto a dosis
de 5 mg/kg tiene un efecto antidiabético, teniendo el mayor efecto en la hora 6.
En la Figura 44 se muestra el porcentaje de reduccion de glucemia, tomando en
cuenta el nivel de glucemia mas bajo obtenido en cada condicion experimental.
El quebrachitol, en la dosis de 1 y 5 mg/kg reduce la glucemia en 1% y 30%
respectivamente, mientras que la insulina disminuyé la glucemia en un 32%. Al
comparar la disminuciéon del nivel glucémico del quebrachitol (en dosis de 5
mg/kg) con la insulina, resultaron ser muy semejantes, sin tener diferencia
estadisticamente significativa. Por lo que el quebrachitol tiene un efecto

antidiabético en la dosis de 5 mg/kg.
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Efecto antidiabético
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Figura 43 Efecto antidiabético de quebrachitol en ratones CD1 adulto. Dosis de 1 y 5 mg/kg
administracion intraperitoneal. n=5, media + error estandar (ES)

Efecto antidiabético
Quebrachitol
100 n=>5
90
80
70
60
50
40
30
20
10

%Reduccion de glucosa

Control

Quebrachitol Quebrachitol Insulina
1 mg/kg 5 mg/kg 5 U/kg

Figura 44 Porcentaje de reduccion de glucemia del efecto antidiabético de quebrachitol en
ratones CD1 adulto. Dosis de 1 y 5 mg/kg administracion intraperitoneal. n=5, media + error
estandar (ES)
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3.8 Evaluacién de actividad In vitro

3.8.1 Evaluacion de la actividad inhibitoria de a-glucosidasa

En la Tabla 13 se muestra el resultado obtenido a partir del ensayo de a-
glucosidasa de los compuestos evaluados y el control farmacolégico utilizado.
Los compuestos alantoina y quebrachitol no resultaron activos para la actividad
inhibitoria de a-glucosidasa con una concentracién inhibitoria media (Clsg) que

se encuentra por encima de 300 pg/mL

Tabla 13. Resultado de la actividad inhibitoria de a-glucosidasa, encontrado para la alantoina y
la fraccién con quebrachitol como compuesto mayoritario.

Sustancia evaluada | Clsg

Acarbosa 198 ug/mL
Alantoina >300 pg/mL
Quebrachitol >300 pg/mL
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3.8.2 Evaluacion de la actividad inhibitoria de a-amilasa

En la Tabla 14 se muestra el resultado obtenido a partir del ensayo de a-
amilasa de los compuestos evaluados y el control farmacologico utilizado. Los
compuestos alantoina y quebrachitol no resultaron activos para la actividad

inhibitoria ensayada, con un Clsy que se encuentra por encima de 25 pg/mL

Tabla 14. Resultado de la actividad inhibitoria de a-amilasa, encontrado para la alantoina y la
fraccion con quebrachitol como compuesto mayoritario.

Sustancia evaluada | Clsg

Acarbosa 1.61 pg/mL
Alantoina >25 pg/mL
Quebrachitol >325 pg/mL
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CAPITULO 4

DISCUSION

En este trabajo se analizaron extractos de Cordia boissieri para conocer sus
efectos sobre el control glucémico, como alternativa de tratamiento para la dia-
betes mellitus, que es una enfermedad de gran importancia a nivel mundial por
el nivel de morbimortalidad que presenta. Existen reportes del género Cordia en
donde se expone que algunas plantas poseen efectos hipoglucémicos y antihi-
perglucémicos como C. alliadora reportada por Murillo cols. en el afio 2004%; C.
dentata reportada por Mendez cols., también en el afio 2004%°; C. eleganoides
reportada por Cetto cols. en el afio 2005°°; y mas recientemente C. sebestena
reportada por Saratchandiran y cols. en el afio 2013*". También hay reportes
del uso etnomedicinal de Cordia boissieri para tratar la DM2 como se estable en

el trabajo de Johnson y cols.*.
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El presente proyecto de investigacion se realizé con la finalidad de evaluar la
potencial actividad hipoglucemiante, antihiperglucemiente y antidiabética de C.
boissieri. Para llevar a cabo este trabajo, se prepararon extractos crudos: direc-
tos (metandlico y acuoso) y secuenciales (hexano, acetato de etilo, metanol y
acuoso). Basados en el capacidad selectiva de solubilidad de distintos disolven-
tes, se optd por realizar extractos secuenciales con la finalidad de tener una
mezcla con un numero reducido de compuestos, ya que los extractos directos
usualmente contienen una mezcla con un numero mayor de componentes. En-
tre los diversos extractos seleccionados se encontré que los extractos polares
favorecen la obtencidon de mayor cantidad de compuestos en relacion al peso
(Tabla 7). Por ello, se propuso la estrategia experimental de obtener de extrac-
tos secuenciales, ya que favorecen la recuperacion de una menor cantidad de
compuestos que un extracto crudo. El costo-beneficio de la extraccion secuen-
cial (por un incremento en el uso de disolventes) se pondera al valorar los resul-
tados del efecto o actividad de las fracciones secuenciales con cada tipo de ex-
tracto. Una ventaja adicional es que, también, con los extractos secuenciales se
evitaria descartar extractos crudos con compuestos activos, que por dilucién o
enmascaramiento con otros compuestos puedan dar resultados falsos negati-

VOS.

De esta manera, se realiz6 el ensayo de efecto hipoglucémico y antihiperglu-
cemico de extractos de Cordia boissieri (Figura 29 y 31), a fin de detectar com-

puestos con posible actividad contra la condicién de hiperglucemia que caracte-
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riza a la diabetes. En estos ensayos, los extractos polares, el metandlico se-
cuencial y acuoso secuencial fueron los que mostraron los mejores efectos. Es-
tos resultados concuerdan con los reportados por Pandeya, K. y cols. 2013'°,
quienes describe extractos polares a partir de plantas que presentan efectos
similares. A partir de esta evaluacién dirigida por actividad bioldgica, como una
primera aproximacion para identificar y caracterizar los compuestos responsa-
bles del efecto antihiperglucémico, se decidié continuar con el extracto metano-

lico secuencial por su facil manejo comparado con extractos acuosos.

El primer paso para aislar compuestos a partir del extracto metandlico secuen-
cial de C. boissieri, fue realizar pruebas de solubilidad en metanol. Se encontrd
que se formaban dos fases. Una de ellas se obtuvo como un precipitado blanco
que se separaba con facilidad del sobrenadante, lo cual hizo factible un proceso
de separacioén eficiente. Mediante cromatografia en capa fina se demostré que
la separacion por precipitacion da lugar a la obtencién de un sélo compuesto
(Figura 6). Mediante técnicas espectroscépicas se confirmé que el precipitado
blanco era una sustancia con pureza espectroscépica del 90% determinada a
partir de la integracién de sefales del espectro de 'H-RMN en DMSO-d6 (Figu-

ra 15-17).

Como parte de la revisidn de antecedentes, se realizd una busqueda bibliografi-
ca en distintas bases de datos (PUBMED, JCR, SciFincder, entre otros) para
revisar qué compuestos se habian aislado de Cordia boissieri. Se encontré que
uno de los compuestos aislados de la planta era alantoina, que se caracterizaba

por tener nitrégeno en su estructura. Con esta informacién como antecedentes,
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se realizaron pruebas al precipitado blanco basadas en ensayos cualitativos y
estudios de espectroscopia infrarrojo para detectar la presencia de nitrégeno.
Se confirmé que la molécula contenia nitrégeno, principalmente de grupos fun-
cionales amida (Figura 14). Posteriormente, se compararon los espectros de IR
y RMN obtenidos en el presente trabajo con los espectros reportados en bases
de datos (Sci-finder) y con los datos publicados en la literatura. Se confirmé6 que
el compuesto aislado del precipitado blanco (PB-meOHsec) es alantoina. Este
compuesto habia sido previamente reportado en el fruto de Cordia boissieri por
Dominguez y cols (1973)*". En otro reporte realizado por Cova y colaboradores,
también se menciona el aislamiento de alantoina a partir de las flores de Cordia
alba y se propone que este compuesto es un posible marcador quimiotaxoné-

mico del género Cordia, Cova, M., (2016)%.

Por otra parte, la fraccién soluble (FS-meOH) fue analizada por RMN. La inter-
pretacion de los espectros indicé la presencia de un compuesto mayoritario,
cuya estructura es un carbohidrato con siete atomos de carbono, uno de estos
atomos de carbono corresponde con un sustituyente metoxilo. Para la identifi-
cacion de este compuesto que se encontraba en una mezcla, ademas del anali-
sis de los espectros de RMN, se hizo una busqueda en base de datos (JEOL), a
partir de los valores de los desplazamientos quimicos y constantes de acopla-
miento obtenidos experimentalmente, con el fin de encontrar semejanza estruc-
tural con algun compuesto. Esta técnica es utilizada en los estudios metabolé-
micos cuando se tienen mezclas de compuestos. Los resultados sugieren que

se trata de un compuesto cuyo esqueleto es tipo inositol; por lo que se sospe-
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cho6 que era D-pinitol, cuya presencia en el fruto de Cordia boissieri habia sido
previamente reportado en la literatura por Dominguez y cols (1973)%; sin em-
bargo, el mismo estudio en la base de datos indic6 que los valores de despla-
zamientos quimicos y constantes de acoplamiento del compuesto mayoritario
corresponden al quebrachitol. Posteriormente, fue obtenido el espectro de 1H-
RMN del D-pinitol (Sigma-Aldrich) y se confirmé que el patrén de sefales de
compuestos aislado de C. boissieri difiere significativamente de las del D-pinitol.
Por lo que se concluye que el compuesto aislado a partir de la fraccidén soluble
del extracto metandlico secuencial de las hojas de C. boissieri no es D-pinitol, y

se refuerza la tesis de que se trata de quebrachitol.

Dado que el quebrachitol se encontr6 en la fraccion FS-meOH como un com-
puesto mayoritario pero no puro, se intentd purificar. Después de varios proce-
sos de purificacion mediante cromatografia en columna (resultados no mostra-
dos) y varios procesos de lavados (seccidn 3.2.3), se llegé a obtener la fraccion
identificada como Fsy, la cual presenté dos bandas: una de ellas con un factor
de retardo (R:=0.38) semejante al D-pinitol (Figura 10-11), que es un isémero
configuracional del quebrachitol, el cual fue utilizado como un estandar en los
estudios de capa fina y que ademas dio positivo al revelado con el reactivo alfa
naftol. Lo anterior confirma que esta banda con R=0.38 es un carbohidrato que
corresponde al quebrachitol, como indican los datos espectroscopicos cotejados
con base de datos (JEOL). Al final de este trabajo de investigacién, se llegaron

a obtener cristales a partir de la Fs2 (donde esta contenido el quebrachitol); sin
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embargo, a la fecha aun estan pendientes la determinacion de difraccion de

rayos X no se alcanz6 a identificar la composicién de los cristales.

Este modo de obtencion de los cristales, disolviendo la muestra en una mezcla
de solventes que contiene AceOEt/AcOH/meOH/H.0 y la posterior disolucion
en etanol, el cual se evaporé lentamente, coincide con lo reportado por Alphen,
J., (1951)* con relacién a la solubilidad del quebrachitol en diferentes solven-
tes. El quebrachitol también ha sido aislado de plantas como Aspidosperma
quebracho (de donde proviene su nombre), Grevillea robusta, Hakea laurina,
Artemesia afra, Haplophyton cimicidum, Acalypha indica, Acer pseudoplatanus

y Acer platanozdes Alphen, J., (1951)%.

El ensayo del efecto hipoglucémico de los extractos de C.boissieri, fue realizado
como un primer acercamiento para conocer el efecto de la planta sobre el nivel
de glucemia en un organismo vivo, probando diferentes extractos secuenciales
(hexano, acetato de etilo, metandlico y acuoso) y comparar con extractos cru-

dos (metandlicos y acuoso).

En general, se observé que los extractos polares, acuoso secuencial, metandli-
co secuencial y metandlico directo presentaron mejor efecto hipoglucemiante
con valores de reduccion de glucemia entre 32% y 49%. Todos estos extractos
presentaron el efecto maximo al final del periodo de evaluacién. Sin embargo,
debido a que en ningun caso se observo la fase de recuperacién, es importante

evaluar el efecto hipoglucémico en un periodo de tiempo mayor (10 a 12 hrs).
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De continuar la tendencia descendente de los niveles de glucemia, los modelos
experimentales podrian alcanzar niveles hipoglucémicos letales. Afortunada-
mente ninguno de los tratamientos experimentales fue letal, lo que sugiere que

la glucemia alcanzd un nivel minimo y después se recupero.

Los extractos polares presentaron el efecto hipoglucemiante a niveles estadisti-
camente no diferentes al observado con la insulina, la cual present6 una reduc-
cion de glucemia del 50%. Estos resultados sugieren que los compuestos pola-

res estan involucrados con el efecto hipoglucémico.

En el ensayo de efecto hipoglucemiante, los extractos se administran via intra-
peritoneal, lo que implica que las sustancias probadas se distribuyen via sisté-
mica evitando el efecto de primer paso y el contacto con enzimas digestivas. El
hecho de que los extractos hayan presentado un efecto hipoglucemiante sugie-
re entonces que esto puede involucrar la estimulacion del pancreas para produ-
cir insulina o que funcionen de manera analoga a la insulina, promoviendo el
consumo de la glucosa por los tejidos (principalmente musculo e higado) o inhi-
bicion de la gluconeogénesis hepatica. Lo anterior podria confirmarse con en-
sayos in vitro o in vivo que evallen los mecanismos de accién involucrados en

el efecto hipoglucémico de los extractos.

Otro mecanismo involucrado en el control glucémico de los pacientes diabéticos
es la regulacion de la glucemia en el estado postprandial, lo cual puede lograrse

mediante la reduccion de la digestién y absorcién de los carbohidratos de la
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dieta. Por ello, se determina el efecto antihiperglucémico (pospandrial) de los
extractos o nuevas propuestas farmacoldgicas para el tratamiento de la diabe-
tes. Esta evaluacion se enfoca en el pico hiperglucémico obtenido a los 15 mi-
nutos, tiempo en el cual hay un incremento mayor de la glucemia tras la co-
administracion de la carga de carbohidratos (almidén) y que se relaciona princi-
palmente con la actividad de las enzimas digestivas y los transportadores intes-
tinales de glucosa. Por ello, se llevo a cabo la evaluacion del efecto antihiper-
glucemico de los extractos de Cordia boissieri en ratas normoglucémicas, co-
administrados con almidén. Todos los extractos fueron probados en dosis de
0.5 mg/kg (Figura 31-32), a la cual se encontré que los extractos secuenciales
metanolico y acuoso resultaron con valores de incremento de glucemia entre 9
y 11%, efecto antihiperglucémico con diferencia significativa al compararse con
el control de almidon. Ademas estos extractos metandlico y acuoso secuencia-
les mostraron un efecto antihiperglucémico sin diferencia significativa al compa-
rarse con un inhibidor de la digestién del almidén como la acarbosa (con 9%
incremento de glucemia). Los demas extractos no presentaron efecto antihiper-
glucémico, y fueron significativamente no diferentes con el control de almidén, a
excepcion del extracto de acetato de etilo secuencial, el cual incrementé la glu-
cemia por niveles superiores al control del almidén. Es importante destacar que
de los extractos polares, el extracto metandlico directo, que habia resultado con
efecto hipoglucémico, en este ensayo no presentd efecto antihiperglucémico
(Figura 31-32). Lo anterior sugiere que los compuestos contenidos en los ex-
tractos son diferentes tanto en contenido y proporcién de compuestos, por lo

que presentan mecanismos de accién diferentes.
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En las evaluaciones del efecto hipoglucemiante y antihiperglucemiante se en-
contré que los extractos secuenciales metandlico y acuosos tuvieron los mejo-
res resultados. Sin embargo, se continué la investigacion con el extracto meta-
nélico secuencial por facilidad en el manejo de estos extractos, en comparacion
con extractos acuosos, principalmente durante el proceso de separacion y puri-

ficacidon de compuestos.

Con el fin de revisar si el efecto antihiperglucémico del extracto metandlico se-
cuencial era dependiente de la dosis, se probaron adicionalmente las dosis 2.5
y 5 mg/kg. Se encontrd que la dosis de 2.5 mg/kg permitié un incremento de
glucemia postprandial del 7% siendo estadisticamente diferente al control de
almidén, que incrementd un nivel de glucosa en un 34% (Figura 33 y apéndice
A), mientras que la dosis de 5 mg/kg permitié incremento la glucemia postpran-
dial en un 33% significativamente no diferente al almidén (Figura 34 y apéndice
A). Debido a que no se observé una mejoria del efecto al aumentar la dosis, se
puede concluir que la respuesta esta saturada, y ya no es dependiente de la
dosis. EI mecanismo antihiperglucémico del extracto metandlico secuencial
puede estar relacionado con la digestion o absorcién de los carbohidratos, ya
que la via de administracion es oral y puede actuar en la luz del sistema digesti-
vo inhibiendo las enzimas que digieren al almidén o a los transportadores de

glucosa intestinales.
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Los extractos polares de Cordia boissieri son los que presentan los efectos hi-
poglucémico y antihiperglucémico (Figuras 29 y 31). Este hecho concuerda con
lo descrito en algunos reportes, donde se mencionan plantas con algun tipo de
control de la glucemia, en las cuales los extractos polares son los que muestran
dicho efecto: Pandeya, K. y cols. (2013)'°, Saravanamuttu, S. (2012)*°, Ade-

bayo, G y cols (2009)*'.

En esta investigacion, el extracto metandlico directo presenté efecto hipogluce-
mico pero no presentd efecto antihiperglucémico. Al ser extractos metandlicos
(directo y secuencial), se puede sospechar que pueden contener los compues-
tos activos y presentar ambos efectos. La diferente actividad entre ambos ex-
tractos puede deberse a que el metandlico directo contiene una mezcla de
compuestos con una gama mas amplia de polaridades, mientras que en el me-
tanolico secuencial la mezcla esta reducida solamente a compuestos hidrofili-
cos. Los compuestos activos pueden estar “diluidos” o enmascarados en el ex-
tracto metandlico directo. Por ello es importante evaluar extractos secuenciales
o directos de diferente polaridad para no descartar resultados de actividad fal-

S0S negativos.

Una vez que se detect6 el efecto hipoglucémico y antihiperglucémico en el ex-
tracto metandlico secuencial, se sometié al aislamiento de los posibles com-

puestos responsables de los efectos evaluados

120



De esta manera se logré aislar la alantoina y el quebrachitol, los cuales fueron
ensayados para detectar su efecto hipoglucémico y antihiperglucémico. El efec-
to hipoglucémico se determiné en las dosis de 1 y 5 mg/kg para ambos com-
puestos. De ellos, la alantoina presenté un efecto hipoglucémico limitado en
ambas dosis, presentando valores de reduccion de glucemia menores al 15%
respecto a la basal, el cual es un valor significativamente menor que el registra-
do por el control farmacol6gico de insulina, quien presenté un 50% de reduccion
de la glucemia. El quebrachitol presenté un efecto hipoglucémico con reduccion
de glucemia de 38% y 28% para las dosis de 1 y 5 mg/kg respectivamente; sin
embargo solamente la dosis de 1 mg/kg no presenté diferencia significativa con
la insulina, la cual presenté una reduccién de la glucemia del 50%. El efecto
hipoglucémico del extracto metandlico secuencial se puede explicar por la pre-
sencia del quebrachitol, el cual resulté tener efecto hipoglucémico en dosis 1y 5

mg/kg.

En relacion al efecto antihiperglucémico, la alantoina y quebrachitol se evalua-
ron a las dosis de 0.5, 2.5 y 5 mg/kg. Para la alantoina, los resultados mostra-
ron que soélo la dosis de 0.5 mg/kg tuvo efecto antihiperglucémico, permitiendo
un incremento de glucemia postprandial del 10% (Figura 32), este incremento
es significativamente diferente al control de almidén, el cual present6é un incre-
mento de glucemia postprandial de 34%. Ademas, el incremento presentado por
alantoina no es significativamente diferente con respecto al control de acarbosa,

con la cual se observé un incremento de glucemia postprandial del 9%, cuando
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se probaron ambas sustancias en dosis de 0.5 mg/kg. Por otra parte, las dosis
de 2.5 y 5 mg/kg de alantoina permitieron un incremento de glucemia postpran-
dial del 23 y 24% respectivamente, por lo que no son significativamente dife-
rentes respecto al almidén, y en consecuencia se consideran sin efecto antihi-
perglucémico. En las dosis de alantoina evaluadas en este trabajo, no se ob-
servo un efecto antihiperglucémico dosis dependiente. El efecto antihiperglucé-
mico del extracto metandlico secuencial se puede explicar por la presencia de la

alantoina, la cual demostro tener este efecto a dosis 0.5 mg/kg.

La elevacion de la glucemia postprandial se encuentra relacionado con la activi-
dad de las enzimas digestivas, como la alfa glucosidasa y alfa amilasa princi-
palmente. El hecho de que la alantoina reduzca el incremento de la glucemia
postprandial, sugiere que dicho efecto puede ser por inhibicion de enzimas di-

gestivas o por inhibicidén de la absorcion intestinal de glucosa.

La alantoina es capaz de mejorar la glucemia postprandial al ser co-
administrada con almidén via oral, pero no disminuye la glucemia cuando se
administra via intraperitoneal, lo cual no concuerda con lo reportado por algunos
autores, quienes reportan un efecto via intraperitoneal y que la alantoina es de-

gradada por via oral (Go, H-K 2015)*.

Se ha reportado que la alantoina puede mejorar la utilizacién de glucosa en
musculo esquelético a través de las vias dependientes de beta endorfinas, que
estén relacionadas con la expresion de GLUT4 y que disminuyen la glucosa en

plasma en ratas diabéticas: Niu, C (2010)*. En otros estudios se demostré que
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la alantoina esté relacionada con los receptores imidazolina I-2R, el cual influye
en la reduccion de glucosa por el aumento de beta endorfinas y que a su vez
esta relacionado con la accion en el musculo esquelético, este mecanismo tam-
bién esta indicado para la metformina, la cual al igual que la alantoina son es-
tructuralmente similares al ser derivados de biguanidina: Lin, K-C, (2011)*. En
un estudio donde la administracién diaria de alantoina durante 31 dias, se com-
probd que la alantoina revierte la produccién de insulina asi como el aumento
de los niveles del péptido C, GLP-1 en ratas inducidas a diabetes con strepto-
zotocina y en consecuencia la mejoria en los niveles de glucemia: Go, H-K

(2015)*,

Una posible explicacion del efecto antihiperglucémico (via oral) observado con
la alantoina, puede deberse a la capacidad de formar puentes de hidrégeno con
las estructuras de carbohidratos, ya que esta reportado que la alantoina puede
formar puentes de hidrégeno intramolecular en forma sélida y liquida (Cova, M.,
2016)* y ademas que se ha reportado que los azlcares con frecuencia se unen
a grupos que contienen nitrégeno (Polaina, J. 2004)*°. Por lo tanto, la unién de
los azucares con la alantoina evitaria que las enzimas digestivas actiuen sobre
este sustrato (carbohidrato) impidiendo su metabolismo y la elevacion hasta

cierto grado de la glucemia postprandial.

Al evaluar la actividad antihiperglucémica del compuesto quebrachitol, los resul-

tados mostraron que no presenta un efecto antihiperglucémico, ya que se in-
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crementé la glucemia un 34%, 33% y 26% para las dosis evaluadas de 0.5, 2.5
y 5 mg/kg respectivamente, que estadisticamente son no diferentes al control

de almiddn que tuvo un incremento de glucemia del 34% (Figura 42).

Los resultados obtenidos en ratones y ratas normoglucémicas con el extracto
metandlico secuencial y los compuestos aislados, sugieren el uso potencial de
Cordia boissieri para tratar la diabetes. Para confirmar lo anterior, se evaluaron
los compuestos en un modelo experimental de diabetes, determinando la activi-
dad del quebrachitol en ratones inducidos a diabetes con aloxano y cuantifican-
do la reduccién de la glucemia. El quebrachitol fue evaluado en dosis de 1y 5
mg/kg. De ellas, la dosis de 5 mg/kg reduce significativamente la glucemia en
ratones diabéticos, teniendo el mayor efecto en la hora 6 del periodo evaluado
(Figura 43). El porcentaje de la reduccion de la glucemia fue del 30%, mientras
que la insulina redujo la glucemia un 32%, significativamente no diferentes (Fi-

gura 44).

Los mecanismos de accidn de las actividades hipoglucémicas como antidiabéti-
co pueden ser muy diferentes. En el ensayo hipoglucémico, las condiciones fi-
siologicas de los modelos experimentales son normales (pancreas e insulina),
mientras que en el ensayo del modelo inducido a diabetes estas condiciones
estan limitadas, por lo que es posible descartar que el quebrachitol esté actuan-
do sobre la produccién de insulina o mejorando la accion de la insulina en los
modelos diabéticos. Es posible que el quebrachitol esta actuando como un ana-
logo funcional de insulina, como lo menciona Sarah, B. (2000)* para un analo-

go del quebrachitol. Un hecho similar es reportado por Pintaudi, B. (2016)*’ pa-
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ra el tratamiento de pacientes con diabetes mellitus 2 (DM2), en el cual se utili-
z6 como suplemento dos analogos del quebrachitol y observaron una mejora de
la glucemia. Sin embargo, en la DM2 la produccién y accion de insulina es inefi-
ciente, lo que puede indicar que estos analogos estructurales del quebrachitol
también son analogos funcionales de la insulina. Demostrando asi que la planta
estudiada y el quebrachitol son capaces de reducir la glucemia en el estado

diabético.

Entonces, el quebrachitol puede tener un efecto hipoglucémico tanto en el mo-
delo murino normoglucémico como el diabético, por un mecanismo que podria
descartar la mejoria del pancreas y la estimulaciéon de produccién de insulina.
En los modelos diabéticos, la administracion de insulina disminuyen los niveles
de glucosa, lo que confirma la ausencia de mecanismos de resistencia a la insu-
lina ya que los receptores de insulina se encuentran funcionales (Figura 44). Se
sugiere que el quebrachitol estd actuando como un analogo funcional de la in-

sulina, lo cual tendra que comprobarse con otros estudios.

También es importante evaluar el efecto de la alantoina sobre los niveles de
glucemia postprandial en un modelo de diabetes inducida, ya que este com-
puesto tiene la capacidad de evitar el incremento de glucemia postprandial

(efecto antihiperglucémico) en un modelo normoglucémico.

Ademds de demostrar el efecto de Cordia boissieri sobre la regulacion de la
glucemia en modelos murinos normoglucémicos y con diabetes inducida, tam-

bién se propuso evaluar los posibles mecanismos de accion involucrados. Por
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ello, los compuestos encontrados en Cordia boissieri se evaluaron mediante
ensayos in vitro, determinando la actividad inhibitoria de las enzimas alfa gluco-

sidasa y alfa amilasa, importantes para la digestion de los carbohidratos.

En los ensayos in vitro se encontré que ambos compuestos no son capaces de
inhibir la accidén de las enzimas alfa glucosidasa y alfa amilasa, ya que mostra-
ron valores de concentracion inhibitoria media (Clsp) mayores a los valores ma-
ximos probados, 300 ug/mL y 25 ug/mL respectivamente. Valores muy superio-
res al de control farmacol6gico de acarbosa, que presenté Clso de 198 pg/mL y
1.6 ug/mL, respectivamente para cada ensayo. Esto sugiere que el efecto anti-
hiperglucémico observado con la alantoina, no puede explicarse por el meca-
nismo de inhibicion de las enzimas digestivas; sin embargo, durante el proceso
de digestion y absorcidén de los carbohidratos estan involucrados también otros
mecanismos, como el co-transportador GLUT2, que probablemente se esté in-

hibiendo, limitando asi el incremento de glucemia postprandial.

Aunque la alantoina se aislé a partir de las hojas de Cordia boissieri, también
existen reportes del aislamiento de este compuesto a partir del fruto (Domin-
guez y cols. 1973)%. La alantoina aislada de las hojas no presenta actividad
inhibitoria de alfa glucosidasa; sin embargo Valdez y cols. (2013)* reportaron
actividad inhibitoria de alfa glucosidasa a partir de un extracto del fruto, por lo
que la actividad reportada puede deberse a otro componente del fruto y no a la

alantoina.
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En resumen, Cordia boissieri es una planta medicinal que tiene propiedades
interesantes para tratar la diabetes mellitus, las cuales fueron demostradas ex-
perimentalmente en este trabajo. Ademas, los compuestos aislados a partir de
esta planta mantienen la actividad de la planta, regulando la glucemia de los
modelos normoglucémico y diabéticos. La planta o los compuestos aislados
pueden ser importantes en la region noreste de México, donde se distribuye de

manera abundante y donde también el indice de diabetes es elevado.
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CONCLUSION

Los extractos polares de Cordia boissieri presentaron actividades

hipoglucemiantes y antihiperglucemiantes.

Del extracto metandlico secuencial se logr6 aislar y purificar dos compuestos
alantoina y quebrachitol. Este es el primer reporte de quebrachitol en extractos

de Cordia boissieri.

Los resultados en modelos in vivo demostraron que la alantoina reduce los
niveles de glucemia postprandial a dosis de 0.5 mg/kg, y su actividad

antihiperglucémica es semejante a la acarbosa.

Por otra parte, el quebrachitol redujo significativamente la glucemia, en dosis de

1y 5 mg/kg, teniendo un efecto hipoglucémico en ratones normoglucémicos.

En el modelo de diabetes inducida en ratones, el quebrachitol redujo la

glucemia (dosis de 5 mg/kg) a niveles semejantes a la insulina.

Con los resultados derivados de la presente investigacion se demostré que
Cordia boissieri tiene un efecto regulador de los niveles de glucemia en los
modelos evaluados: antihiperglucémico, hipoglucémico y en diabetes

experimental.
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PERSPECTIVAS

Diseriar un método de purificacion mas eficiente para la obtencién de los

compuestos.

Evaluar el extracto acuoso, para establecer si tiene los mismos compuestos

bioactivos.

Evaluar los compuestos obtenidos alantoina y quebrachitol, por otros ensayos

qgue permitan esclarecer su via de accion.

Evaluar los compuestos mediante un modelo crénico, y obtener muestras
sanguineas con la finalidad de medir otros parametros bioquimicos
(hemoglobina glucosilada, colesterol, triglicéridos, glucosa en orina) que

permitan establecer una correlacién completa.

Evaluacion de la citotoxicidad de los compuestos obtenidos.
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APENDICE A

Esquema general de las extracciones a partir de Cordia boissieri.
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APENDICE B

Pocentaje de incremento de glucemia de extracto metanédlico secuencial de
Cordia boissieri. Dosis 0.5, 2.5 y 5 mg/kg, administracion oral. n=5, media +

error estandar (ES).

Efecto Antihiperglucémico a los 15 minutos
Extracto metandlico secuencial
Dosis 0.5, 2.5y 5 mg/kg
n=5
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APENDICE C

Experimento HSQC del polvo blanco PBmeOH

APL-PPTLAO71116
DMSO
HSQC
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APENDICE D

Experimento COSY del polvo blanco PBmeOH.
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APENDICE E

Experimento HMBC del PBmeOH
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APENDICE F

Experimento HSQC de la fraccién FA de FS-meOH

APL-M250316PPT
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APENDICE G

Evaluacion de efecto hipoglucémico de extractos de Cordia boissieri

Extracto Glucemia +Error % Reduccién +Error
evaluado normalizada | estandar de glucemia estandar
(mayor (mayor efecto
efecto observado)
observado)
Hexano 0.799 0.109 20.07 10.91
secuencial
Acetato de etilo | 0.494 0.221 14.58 2211
secuencial
Metanol 0.502 0.109 49.72 10.92
secuencial
Acuoso 0.543 0.07 45.64 7.05
secuencial
Metanol directo 0.672 0.087 32.798 8.701
Control de 0.496 0.083 50.399 8.33
Insulina 5 U/kg
Control de 0.757 0.109 24.277 9.289
vehiculo

Evaluacion de efecto antihiperglucémico de extractos de Cordia

boissieri

Extracto Glucemia +Error % Incremento | zError

evaluado normalizada | estandar (minuto 15) estandar
(minut0 15)

Hexano 1.242 0.047 24.187 4.716

secuencial

Acetato de etilo | 1.489 0.053 48.847 5.251

secuencial
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Metanol 1.048 0.057 9.934 3.365
secuencial

Acuoso 1.117 0.058 11.74 5.837
secuencial

Metanol directo 1.217 0.0977 21.701 9.772
Control de 1.315 0.029 34.67 5.133
almidén

Control de 1.092 0.039 9.205 4.33
acarbosa

(0.5mg/kg)

Control de 1.074 0.049 7.412 5.50
vehiculo

Control de 1.063 0.019 6.914 2.113

extracto (PPHT)

Evaluacion de efecto antihiperglucémico de extractos de Cordia

boissieri

Metanol
secuencial (2.5
mg/kg)

1.23

0.04

22.963

3.51

Metanol
secuencial (5
mg/kQ)

1.338

0.02

33.79

2.018

Metanol directo
2.5mg/kg

1.109

0.06

Metanol directo
(5 mg/kg)

1.357

0.083

35.668

8.258

Control de
almidon

1.315

0.029

34.67

5.133

Control de
acarbosa
(0.5mg/kg)

1.092

0.039

9.205

4.33
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Control de 1.074 0.049 7.412 5.50
vehiculo
Control de 1.063 0.019 6.914 2.113

extracto (PPHT)
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APENDICE H

Evaluacion de efecto hipoglucémico de compuestos de Cordia boissieri

Compuesto Glucemia Error % Reduccién | Error
evaluado normalizada | estandar de glucemia estandar
(mayor (mayor efecto
efecto observado)
observado)
Alantoina (1 0.855 0.074 14.48 7.3957
mg/kg)
Alantoina (5 0.898 0.055 10.164 5.481
mg/kg
Quebrachitol (1 0.615 0.044 38.523 4.378
mg/kQ)
Quebrachitol (5 0.715 0.048 28.453 4.817
mg/kQ)
Control de 0.496 0.083 50.399 8.33
Insulina 5 U/kg
Control de 0.757 0.109 24.277 9.289
vehiculo
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APENDICE |

Evaluacion de efecto antihiperglucémico de compuestos de Cordia
boissieri

Extracto Glucemia Error % Incremento | Error

evaluado normalizada | estandar de glucemia estandar
(minut0 15) (minuto 15)

Alantoina( 0.5 1.101 0.035 10.11 3.524

mg/kg)

Alantoina (2.5 1.417 0.044 23773 4.24

mg/kg)

Alantoina (5 1.241 0.058 2413 5.788

mg/kg)

Quebrachitol( 0.5 | 1.35 0.062 30.29 6.164

mg/kg)

Quebrachitol(2.5 | 1.34 0.047 33.614 4.468

mg/kg)

Quebrachitol (5 1.27 0.065 26.89 6.477

mg/kg)

Control de 1.315 0.029 34.67 5.133

almidon

Control de 1.092 0.039 9.205 4.33

acarbosa

(0.5mg/kQ)

Control de 1.074 0.049 7.412 5.50

vehiculo

Control de 1.063 0.019 6.914 2.113

extracto (PPHT)
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APENDICE J

Evaluacion de efecto antidiabético de Quebrachitol

Compuesto Glucemia Error estandar | % Reduccion Error
evaluado normalizada de glucemia estandar
(mayor (mayor efecto
efecto observado)
observado)
Quebrachitol (1 0.989 0.07 1.066 6.972
mg/kQ)
Quebrachitol (5 0.693 0.164 30.671 16.395
mg/kg)
Control de 0.678 0.179 32.255 17.884
Insulina 5 U/kg
Control de 0.912 0.0631 8.77 6.307
vehiculo
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