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RESUMEN

La diabetes es la tercera causa de muerte a nivel mundial, afectando a mas de 382
millones de personas en el mundo y la tendencia es que siga en aumento. Las
complicaciones relacionadas con la diabetes pueden conducir a la insuficiencia de
organos vitales y finalmente a la muerte; disminuyendo considerablemente la calidad de
vida de quien la padece. Para contrarrestarla, se han producido un gran nimero de
medicamentos sintéticos, sin embargo estos presentan efectos secundarios indeseados,
por lo que el uso de hierbas medicinales con actividad antidiabética ha aumentado. Por
lo anterior, en esta investigacion se pretende evaluar cuatro especies de plantas comunes
en México, a fin de identificar si presentan actividad antidiabética. Para ello, se evalué
la toxicidad en células B16F10, las capacidades anti-oxidante y antihiperglicemiante,
mediante pruebas realizadas in vitro de los extractos obtenidos por maceracion continua
en orden creciente de polaridad, ademds de evaluar sus principales constituyentes
quimicos y seleccionar los extractos con los mejores resultados para evaluar mediante
pruebas in vivo su capacidad antihiperglicemiante y el efecto hipoglucemiante a corto y
a largo plazo con ratones diabéticos inducidos por estreptozocina. Los resultados
obtenidos fueron que los extractos polares de las semillas de C. imbricata, T. cacao 'y O.
engelmannii no mostraron toxicidad en las pruebas realizadas. Ademads, estos extractos
mostraron tener una accién dual antidiabética al ser agentes antihiperglucemiantes, asi
como hipoglucemiantes. Por lo que se recomienda continuar con la investigacién de
estos como candidatos en el tratamiento y/o coadyuvantes en el control de la diabetes

mellitus.



ABSTRACT

Diabetes is the third leading cause of death worldwide, affecting more than 382 million
people across the world, and the trend is that it continues increasing. Diabetes-related
complications can lead to insufficient vital organs and eventually to death; considerably
reducing the quality of life of those who suffer. To counteract it, a large number of
synthetic drugs exist, however they have unwanted side effects, so the use of medicinal
herbs with antidiabetic activity has increased. Therefore, this research intends to
evaluate four species of plants common in Mexico, in order to identify at least one
extract that has an effective antidiabetic response. For this purpose, toxicity in B16F10
cells, anti-oxidant and antihyperglycaemic capacities were evaluated by in vitro tests of
the extracts obtained by continuous maceration in increasing order of polarity, as well as
evaluating their main chemical constituents and selecting the extracts with the better
results to evaluate in vivo tests their antihyperglycemic capacity and the short-term and
long-term hypoglycemic effect with diabetic mice induced by streptozocin. As result it
was obtained that the extracts of the seeds of C. imbricata, T. cacao and O. engelmannii
showed no toxicity in the tests performed. In addition, these extracts were shown to have
a dual antidiabetic action as antihyperglycemic agents, as well as hypoglycemic agents.
Therefore, they are suitable candidates to be used in the development of treatments

against diabetes.



1. INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad no contagiosa que afecta a méas de 382
millones de personas en el mundo, por lo que se le considera como una de las cinco
causas principales de muerte a nivel mundial (Internacional Diabetes Federation, 2013;
Organizaciéon Mundial de la Salud, 2014; Liu, et al., 2016, Rangika et al., 2015). Las
cifras relacionadas con esta enfermedad son alarmantes. Para el 2011 ya habia 366
millones de personas con diabetes en todo el mundo, y para el 2030 se espera que esto
aumente a 552 millones (Borah et al., 2017). Mas del 80% de las muertes relacionadas
con la diabetes se registran en paises de ingresos bajos y medios. Casi la mitad de esas
muertes corresponden a personas de menos de 70 afios y un 55% a mujeres

(Organizacion Mundial de la Salud, 2014).

La diabetes ocasiona una gran carga econdmica sobre los individuos y los sistemas
sanitarios de los paises. Los gastos sanitarios relacionados con la diabetes representan el
11% del gasto total sanitario en el mundo (Barcel6 et al., 2003). Ademds, la tendencia
vinculada con el aumento del sobrepeso y la obesidad, junto con el incremento en el
estilo de vida sedentario y el consumo de alimentos poco saludables han provocado que
se pronostique a la diabetes mellitus como una pandemia, que impactard negativamente
la esperanza de vida y los costos del cuidado de la salud a nivel mundial (Mudi et al.,

2017).

En Meéxico, la diabetes mellitus se ha catalogado como la enfermedad crénico-
degenerativa con mayor causa de mortalidad y discapacidad entre quienes la presentan.
El 11% de la poblacién mexicana entre 20 y 69 afios padece diabetes, es decir mas de 5
millones de personas. Ademds, cerca de un millébn de mexicanos ignora tener esta
enfermedad. En cuanto a la tasa de mortalidad en el pais, cada hora se registran seis
muertes asociadas con la diabetes mellitus. Aunque las tasas de diabetes y obesidad a
nivel mundial son alarmantes, en los paises en vias de desarrollo, como México, este
problema es mayor, debido a la falta de recursos para enfrentarlas (Secretaria de Salud,

2007).



La diabetes mellitus se caracteriza por la alteracion del metabolismo de la glucosa, los
lipidos y las proteinas. El metabolismo alterado da lugar a complicaciones micro
vasculares; incluyendo nefropatia, neuropatia y retinopatia (Farid et al., 2017). Esta es
una enfermedad metabdlica que se caracteriza por la hiperglucemia persistente debido a
la falta de produccién de insulina por el pancreas o la incapacidad de la insulina

producida para controlar la glucosa en sangre (Sulyman et al., 2016; Bustos-Brito et al.,

2016).

Las complicaciones a largo plazo de la diabetes incluyen: retinopatia con una posible
pérdida de la vision, nefropatia que conduce a la insuficiencia renal, neuropatia
periférica con riesgo de ulceras en los pies, amputaciones, y las articulaciones de
Charcot, asi como neuropatia autonémica que causa genitourinario, sintomas
cardiovasculares y disfunciéon sexual (Bustos-Brito et al., 2016). El estado
hiperglucémico prolongado puede conducir a la insuficiencia de 6rganos y finalmente la
muerte (Farid et al., 2017). Por esta razén, el diagndstico oportuno es importante para
poder administrar un tratamiento adecuado y eficaz para los pacientes con esta

enfermedad (Dogan et al., 2015).

La diabetes mellitus se clasifica en dos tipos principales: la tipo 1 (insulino-dependiente)
y la tipo 2 (no insulino-dependiente). Entre el 5% y el 10% de las personas que sufren de
diabetes presentan la tipo 1, mientras que el 90% o mads, corresponden a la diabetes tipo
2, que es el tipo mas comun. En la diabetes tipo 2 la resistencia a la insulina desempefia
un papel clave en la aparicion y desarrollo de esta enfermedad (Priya et al., 2016; He et

al.,2014; Lee et al., 2017).

La Organizacion Mundial de la Salud (2014) destaca claramente la relevancia de este
trastorno y su impacto social y econémico a nivel mundial, por lo que exhorta a realizar
un mayor nimero de investigaciones relacionadas con la prevencién y control de esta
enfermedad. Realizar investigaciones, para evaluar la efectividad de los cambios en el
comportamiento a patrones mas saludables, pudiera ayudar a reducir la incidencia de la

diabetes en el mundo, por ejemplo, incluir una dieta con un mayor consumo de frutas y



vegetales o incluir en la dieta suplementos alimenticios que pudieran controlar y/o

prevenir la hiperglucemia (Salvador et al., 2016).

Actualmente las opciones terapéuticas para tratar la diabetes mellitus se centran en el
control glucémico que implica una dieta adecuada, ejercicio regular, administracién
exdgena de insulina y/o hipoglucemiantes orales (Lui et al., 2016). Sin embargo, en los
ultimos afios ha habido un crecimiento exponencial en el campo de la medicina a base de
plantas, que estd ganando popularidad a nivel mundial debido a su origen natural y una

menor cantidad de efectos secundarios.

En todo el mundo, las plantas son la principal fuente de alimentos y compuestos
bioactivos (antimicrobianos, antioxidantes, inhibidores de la a-glucosidasa, etc.). Las
plantas utilizadas en la medicina tradicional son una fuente basica de nuevos fairmacos.
La Organizacion Mundial de la Salud (2014) ha enumerado 21,000 plantas que se
utilizan con fines medicinales en todo el mundo (Patel et al., 2012). De hecho, los
productos vegetales se consideran generalmente menos toxicos y con menos efectos

secundarios que los productos sintéticos.

Ademads de eso, hoy en dia el 25% de los farmacos comerciales se obtienen a partir de
un producto natural y muchos de ellos se han utilizado en la terapia anti-hiperglucémica

(El Abed et al., 2017).

Por lo anterior, el propdsito de este estudio es obtener uno o varios extractos capaces de
ser utilizados como fuente para la elaboracion de medicamentos antidiabéticos naturales
a partir de cuatro especies de plantas nativas de México, de amplia distribucién en el

pais y con relativamente poco uso en la industria.



2. ANTECEDENTES

2.1 ;Qué es la Diabetes?

La diabetes es una enfermedad metabdlica que se caracteriza por elevados niveles de
glucosa en sangre debido a una alteracién absoluta o relativa de la secrecion de insulina
y/o a una alteracién de la accion de dicha hormona en los tejidos insulinodependientes.
La hiperglucemia crénica se acompana de modificaciones del metabolismo de

carbohidratos, lipidos y proteinas (Murrillo et al., 2004; Awasthi et al., 2015).

La diabetes mellitus se clasifica en dos clases principales, la diabetes tipo 1 (insulino-
dependiente) y diabetes tipo 2 (no insulino-dependiente). La diabetes tipo 1 es una
enfermedad autoinmune en la cual se pierden las células beta del pancreas. Tipicamente
presenta un brote sintomdtico abrupto y usualmente se presenta en nifios y adultos
Jovenes menores de 30 afios. Sin embargo, cada dia se le reconoce un mayor papel en las
personas mayores de 30 afios, encontrdndose formas idiopdticas en personas mayores de

60 aiios (del Seguro Social, C. C., 2007).

Por su parte, la Diabetes tipo 2 se manifiesta con una aparicién mds insidiosa y es
comunmente asintomdtica en los primeros afios antes del diagndstico. La Diabetes tipo 2
resulta de la resistencia a la insulina junto a un defecto en la excrecién de insulina, en la
cual, cualquiera de las dos puede predominar. La incidencia de la Diabetes tipo 2
aumenta con la edad y usualmente se presenta en adultos, pero se estd diagnosticando
con mayor frecuencia en personas mds jovenes a medida que aumenta la obesidad,
asociado a malos hébitos de alimentacion y sedentarismo (Shang et al., 2015; del Seguro

Social, C. C., 2007).

La presencia y progresion de las complicaciones crénicas se han asociado a diversos
factores de riesgo como son la edad, el sexo, el sedentarismo, la obesidad, el
tabaquismo, los antecedentes familiares de diabetes, el tiempo de evolucién de la
enfermedad, la hipertension arterial, la dislipidemia y especialmente a un deficiente
control metabdlico (Artiaga et al., 2013). Las personas latinas tienen un mayor riesgo de

desarrollar esta enfermedad que personas de otras razas (del Seguro Social, C. C., 2007).
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2.2 Historia

La enfermedad de la diabetes mellitus es antigua en la humanidad, los primeros reportes
se remontan a 1,500 afios a.C., donde los egipcios documentaron sus sintomas a través
del Papirus Ebers. 1,100 afios mds tarde, en el afio 400 a.C. Susiuta identific6 los
sintomas e hizo su clasificaciéon. Diabetes (en griego) significa "orinar de manera
excesiva" y tiene como significado literal "salir con fuerza". Mellitus tiene su origen en
latin y significa "muy dulce", fue adjudicado a la enfermedad en el siglo XV cuando un

médico demostré que la orina del diabético es muy dulce (Le6n Villa, 2003).

Dobson en el siglo XVI realiz6 por primera vez estudios en grupos de pacientes e
informé que estos pacientes tenian azicar en la sangre y en la orina y describié los
sintomas de la diabetes. En el siglo XVIII, Rollo publicé sus observaciones sobre casos
diabéticos describiendo muchos de los sintomas y olor a acetona (que confundié con
olor a manzana) y proponiendo una dieta pobre en hidratos de carbono y rica en carne,
con complementos a base de antimonio, opio y digital. Con esta dieta observé que se
reducia el azdcar en la sangre y consiguié una mejora de la sintomatologia en algunos
casos. En la segunda mitad del siglo XIX, Bouchardat sefial6 la importancia de la
obesidad y de la vida sedentaria en el origen de la diabetes y marc las normas para el
tratamiento dietético, basdndolo en la restriccion de los glucidos y en el bajo valor

caldrico de la dieta (Sanchez Rivero, 2007).

La busqueda de la hormona producida, por las células que estaban localizadas en el
pancreas fue iniciada por Langerhans en 1869 y se logré conseguir el aislamiento de la
insulina en 1921 por Bantin, y su primera aplicacion clinica fue en 1922. En 1936,
Himsworth demostré las diferencias bioquimicas entre la diabetes insulinodependiente
(tipo 1) y no insulinodependiente (tipo 2). La dilucidacién de la estructura de la insulina
fue realizada en 1954 por Sanger y colaboradores en la Universidad de Cambridge. En
1955 aparece el primer farmaco oral del grupo de las sulfonilureas (Carbutamida) para el
tratamiento de la diabetes. En 1980 se utiliz6 por primera vez en ensayos clinicos la
insulina humana recombinante. En 1990 entra al mercado el primer farmaco del grupo

de los inhibidores de glucosidasas intestinales (Acarbosa). En 1995 aparece una nueva



familia de compuestos orales hipoglucemiantes que son las tiazolidinedionas con la

troglitazona (Sanchez Rivero, 2007; Alvarez y Rodriguez, 2009).

2.3 La Diabetes en el mundo

La diabetes mellitus es una enfermedad no contagiosa que afecta a mas de 382 millones
de personas (Internacional Diabetes Federation, 2013; Organizacion Mundial de la
Salud., 2014). Esta enfermedad se ha convertido en el tercer mayor "asesino" de la
humanidad, después del céncer y las enfermedades cardiovasculares (Ramadan et al.,
2017). El nimero de muertes relacionadas con esta enfermedad va en aumento,
principalmente en las poblaciones rurales y pobres en todo el mundo y se proyecta a
seguir siendo uno de los principales incapacitadores y causas de muerte en el mundo en
las proximas dos décadas (Dogan et al., 2015). En 2011, habia 366 millones de personas
con diabetes en todo el mundo y en 2030 se espera que esto aumente a 552 millones

(Borah et al., 2017).

Para combatir esta enfermedad, las personas y los paises han invertido grandes
cantidades del gasto sanitario a nivel mundial (Barcel6 et al., 2003). Las tasas de
crecimiento en el sobrepeso y la obesidad, junto con el aumento en los estilos de vida
mds sedentarios y alimentacién poco saludable, han llevado a que la diabetes se
propague de manera rdpida en todo el mundo y se espera que la diabetes mellitus se
convierta en una pandemia con efectos negativos importantes, sobre todo en la esperanza

y la calidad de vida de las personas (Mudi et al., 2017).

En México, la diabetes mellitus tipo 2 se ha convertido en la primera causa de muerte a
nivel nacional con un 12% del total de fallecimientos en el pais; esto equivale a seis
muertes por hora debido a la diabetes. El 11% de la poblacién mexicana entre 20 y 69
afos padece diabetes y se estima que esta tendencia continuard en los préximos afios.
Los gastos sanitarios relacionados con esta enfermedad ascienden a 318 millones de

dolares por afio. La atencion de la diabetes en México cuesta a los sistemas de salud



hasta 15% del total de sus recursos y es el rubro del gasto mas importante del Instituto

Mexicano del Seguro Social (IMSS) (Meneses Ramirez et al., 2014).

Entre las causas de esta pandemia se encuentran la pérdida de los estilos de vida
tradicionales y la consiguiente adopcion de habitos mds occidentalizados (cambios en la
alimentaciéon y en el ejercicio que han llevado a un aumento de la obesidad y del
sedentarismo) y la relativa falta de respuesta de las intervenciones para conseguir
cambios en las conductas individuales y colectivas, asi como cambios en los

comportamientos saludables (Artiaga et al., 2013).

2.4 Criterios de diagnostico

Los criterios de diagndstico para la deteccion de la diabetes mellitus son:

I-  Sintomas de diabetes y una determinacion de glucemia al azar > 200 mg/dL en
cualquier momento del dia.

II- Glucemia en ayunas >= 126 mg/dL. Debe ser en ayunas de al menos 8 horas.

III- Glucemia >= 200 mg/dL a las 2 horas de una sobrecarga oral de glucosa (la
sobrecarga oral de glucosa debe seguir las normas de la Organizacién Mundial
de la Salud).

IV- Hemoglobina Glicosilada (HbAlc mayor o igual de 6.5 %).

En ausencia de hiperglucemia inequivoca, estos criterios deben ser confirmados
repitiendo alguno de ellos otro dia (Fundacién para la diabetes, 2016). Es importante
aclarar que estos criterios son excluyentes, solo se necesita obtener uno de estos puntos

de manera positiva para ser diagnosticado con dicha enfermedad.



2.5 Complicaciones de la diabetes

Complicaciones a corto plazo:

- Cetoacidosis el cual es un desorden metabolico consecuencia de los altos niveles
de azucar y cetonas en sangre, que puede producir confusion, malestar, sed
extrema, cansancio o dificultades respiratorias. Este efecto puede provocar un
coma y, si no se trata, puede ser fatal.

- Infecciones recurrentes ya que cuando el nivel de glucosa en sangre es alto, las
defensas contra las infecciones son reducidas.

- Pérdida de peso por que el cuerpo empieza a quemar las proteinas y las grasas en
vez de glucosa con una mayor tendencia en la diabetes mellitus tipo 1 (Sdnchez

Alvarez, 2015)
Complicaciones a Largo plazo:

- Enfermedades oculares, que pueden desembocar en ceguera.

- Nefropatia (lesiones renales), que pueden tener como resultado un fallo total de
los rifiones.

- Neuropatias (lesiones nerviosas), que, en combinacién con los problemas de
circulacion sanguinea, pueden producir tulceras de las piernas y de los pies y
también gangrena, que por su parte puede desembocar en una amputacion.

- Enfermedades cardiovasculares, que afectan al corazén y a los vasos sanguineos
y que pueden producir complicaciones fatales tales como la enfermedad
coronaria cardiaca y eventos cerebrales y muerte (Sanchez Alvarez, 2015)

- La formacién y acumulacién de los productos finales de glicacion avanzada
(AGEs) en muchos tipos diferentes de células que afectan la estructura
extracelular e intracelular y las funciones mediante la induccién de estrés
oxidativo (Hwang et al., 2017). Los AGEs son proteinas o lipidos que se vuelven
glicados después de la exposicidn a azicares.

- El exceso de generacion de radicales libres altamente reactivos, en gran medida
generados debido a la hiperglucemia, causa el estrés oxidativo, que aumenta la

progresion de la diabetes y sus complicaciones a largo plazo (Dordevic et al.,
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2017; He et al., 2014). Varios estudios informaron que el estrés oxidativo tiene
un vinculo directo con la patogenia de la diabetes que conducen a la resistencia a
la insulina, la disfuncion de las células B y la tolerancia a la glucosa en los
sujetos hiperglucémicos. También estd directamente relacionada con el dafio a
las proteinas y las complicaciones vasculares diabéticas tales como

cardiomiopatia, retinopatia, nefropatia y neuropatia (Ablat et al., 2017).

2.6 Medicamentos usados contra la diabetes

Los productos antioxidantes son importantes en la prevencion de la diabetes y muchas
patogenias relacionadas con el estrés oxidativo, arteriosclerosis, enfermedades
cardiovasculares, el cdncer y varias propiedades de trastornos neurodegenerativos
(Dogan et al., 2015). Las opciones terapéuticas para tratar la diabetes mellitus se centran
en el control glucémico, que implica una dieta adecuada, ejercicio regular,

administracion exégena de insulina y/o hipoglucemiantes orales (Priya et al., 2016).

El control estricto de la glucemia postprandial puede prevenir o retrasar el desarrollo de
estas complicaciones a largo plazo. Los hidratos de carbono digeribles se hidrolizan a
azlicares monoméricos como glucosa o fructosa antes de su absorciéon en el tracto
gastrointestinal y el almidon se digiere principalmente por las amilasas que convierten el
almidon a cadenas cortas de azucares (Gabbia et al., 2017; Malunga et al., 2017). La
enzima o-glucosidasa, es la responsable de la etapa final de la digestion del almidén y
glucdgeno en la dieta, y los inhibidores de a-glucosidasa son, por lo tanto, candidatos a
farmacos, asi como los posibles componentes de los alimentos funcionales para retrasar
la absorcién postprandial de la glucosa (Ezzat et al., 2017; Liu et al., 2016). La
inhibiciéon de las enzimas hidrolizadoras de hidratos de carbono (a-amilasa y a-
glucosidasa) es una estrategia importante para manejar la hiperglucemia relacionada con
la diabetes mellitus tipo 2 disminuyendo el aumento postprandial en los niveles de

glucosa en sangre (de Sales et al., 2017; Rodrigues et al., 2017).



Para el tratamiento farmacoldgico de la diabetes mellitus se dispone de insulina en sus
distintas presentaciones y de antidiabéticos orales tales como sulfonilureas, biguanidas,
inhibidores de la a-glucosidasa y glinidas, que se utilizan como monoterapia o en
combinacién para lograr una mejor regulacién de la glucemia (Jung et al, 2006). La
insulina debe emplearse casi siempre en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 1 y en
una gran cantidad de pacientes que padecen de la diabetes mellitus tipo 2, existen
diferentes preparados comerciales que se diferencian en las sustancias afiadidas con fin
de modificar las caracteristicas farmacocinéticas que son el inicio, pico y duracién de
sus efectos (Alfaro et al, 2000). La tabla 1 muestra los distintos tipos de insulina

actuales.

Los farmacos aldpatas usados para el tratamiento de la diabetes tienen efectos adversos
como lo son la hipoglucemia, nduseas, vomitos, hiponatremia, flatulencias, diarrea o
estrefiimiento, dolor de cabeza, aumento de peso, acidosis lactica, la anemia perniciosa,
dispepsia, mareos, dolor en las articulaciones, entre otros (Thenmozhi et al., 2016;
Rodrigues et al., 2017). Algunos farmacos orales que se utilizan para el tratamiento de la
diabetes, presentan efectos secundarios dependiendo de su grupo o familia (Alfaro et al.,

2000):

- Las sulfonilureas, presentan un mecanismo de accién primario que consiste en
estimular la secrecion de insulina por las células betas pancredticas, a través de
su unién a un canal potasio dependiente de ATP. Entre los efectos secundarios de
las sulfonilureas se encuentran la hiperinsulinemia, el aumento de peso, la
hipoglucemia y molestias gastrointestinales.

- Las biguanidas actdan fundamentalmente en 2 formas: en el musculo, aumentan
la entrada de glucosa a las células; y en el higado, disminuyen la produccion de
glucosa al disminuir la neoglucogénesis y la glucogendlisis, ademds tienen un
efecto anorexigeno, contribuyendo a la disminucién de peso en el individuo. Los
efectos secundarios mds frecuentes son diarrea, dolor abdominal, nduseas y
vomitos y, con menor frecuencia, alteraciones del gusto o malabsorcion de la

vitamina B12.
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Los inhibidores de la a-glucosidasa actian inhibiendo los enzimas del enterocito
de borde en cepillo que hidrolizan los oligosacdridos a disacdridos vy
monosacaridos que posteriormente son absorbidos, por lo que provoca un retraso
en la absorcion de polisacaridos complejos disminuyendo la glucemia
postprandial, siempre y cuando la dieta sea rica en hidratos de carbono
complejos. Los principales efectos secundarios son dolor abdominal, meteorismo
y diarrea.

Las tiazolidinedionas actdan a nivel muscular y hepatico disminuyendo la
resistencia a la insulina e incrementando la sensibilidad a esta, también
disminuye la produccion hepatica de glucosa. Sus principales efectos secundarios

son el aumento de peso, retencion de liquidos y hemodilucién.

Tabla 1. Distintos tipos de insulina actuales (Alfaro et al., 2000)

Perfilde accidn (h)

Imicio Pico Duraciom
Insulina accion uliracorta
Inmuling lispro
Homalog® 10-13min ~ 30-60 min 43
Insulinas rapidas
Innling soluble umama
Actrapid! Y 24 6-8
Humalina regular” L 24 68
Insulina de accion intermedia
Isofimica
- hsulatard NPH te 4-8 1424
- Humuling NPE e 48 1424
Rapida+Isofinica
~Mixtard 10°, 207, 30%, 40°, 50° e 3-8 14724
- Humulina 10000, 20/80, 30,70,
40060, 50/50° Y 3-8 1424
Innlinas zine
-Monotard 2% 1-10 1320
- Humulina lenta 2% 1-10 2430
Insulinas de accion prolongada
Inmlinas zine
Ultratard 4 10-16 28
Homulina ultralenta 3 10-16 23
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2.7 Plantas medicinales

Las plantas han sido ampliamente utilizadas en la medicina tradicional para prevenir y
tratar varias patologias humanas, ademéas de jugar un papel importante en el desarrollo
de compuestos farmacoldgicos comerciales como la aspirina, la morfina, la digoxina, la
vinblastina y la vincristina (Pereira et al., 2017; Russo et al., 2015). Por lo tanto, como
un enfoque complementario y alternativo, las hierbas medicinales con actividad anti-

hiperglucémica son cada vez més usadas por los pacientes diabéticos y profesionales de

la salud (He et al., 2014).

Durante los tltimos afios, la investigacion fitoquimica se ha centrado en la identificacién
de plantas con la capacidad antidiabética que se pueden utilizar ya sea solas o en
combinaciéon con otras formas de tratamientos. Algunos de los nuevos compuestos
bioactivos aislados de las plantas han mostrado tener una actividad antidiabética mas

eficiente que los farmacos orales utilizados en la medicina actual (Bustos-Brito et al.,

2016).

2.7.1 Antecedentes de estudios de diversas plantas con actividad antidiabética

Se han realizado investigaciones sobre diversas plantas usadas en la medicina tradicional
para tratar la diabetes. Estas investigaciones buscan obtener tratamientos naturales,
mediante la evaluacion cientifica de estas plantas, para validar su uso seguro, es decir
que no sean toxicas para las personas, mediante diversas pruebas in vivo € in vitro.
Algunos ejemplos de investigaciones relacionadas a diversas plantas para tratamientos

antidiabéticos son:

-Eshiet et al. (2014) realizaron un estudio sobre extractos del té de Brickellia cavanillesii
donde usaron células hepaticas (HepG2) y realizaron una prueba de citotoxicidad usando
el ensayo MMT y encontraron que el extracto acuoso no inhibia el crecimiento de las
células hepaticas. Ademads, ellos investigaron que el extracto acuoso podia tener

potencial de actividad hipoglucemiante al incrementar la expresion de GLUT 2, el cual
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es una proteina trasportadora de glucosa que estd presente en la mayoria de las células

musculares y adipocitas.

-Alonso-Castro et al. (2008) desarrollaron un estudio sobre las hojas de Cecropia
obtusifolia Bertol (Cecropiaceae) que es una planta utilizada para el tratamiento
empirico de la diabetes tipo 2. El objetivo de este estudio fue investigar los mecanismos
anti-diabéticos de extracto acuoso de Cecropia obtusifolia y el acido clorogénico que es
un compuesto activo de esta planta. Ellos encontraron que el extracto acuoso indujo un
incremento en la adipogénesis de las células 3T3 mientras que el 4cido clorogénico no
afect6 la adipogénesis en las concentraciones ensayadas, pero los dos, si estimulan la
captacion de glucosa en adipocitos no resistentes y resistentes, lo que es comparable al

efecto de la rosiglitazona, que es un medicamento anti-diabético.

-Ortiz-Andrade et al., (2007) realizaron un estudio sobre las partes aéreas de
Tournefortia hartwegiana la cual es una planta medicinal mexicana que se utiliza para el
tratamiento de la diabetes, la diarrea y el dolor de rifién. En su estudio, encontraron que
el extracto metandlico de Tournefortia hartwegiana mostré tener propiedades anti-
diabéticas en ratas Wistar normoglicémicas e inducidas a la diabetes por aloxano, ya que
el extracto estudiado tuvo un significante decremento en la concentracioén de glucosa en
la prueba hipoglucemiante y mostré tener el efecto antihiperglicemiante en las pruebas
de tolerancia a la sacarosa y maltosa, debido a que el extracto evitd el aumento del pico
postprandial a comparacion de las ratas no tratadas y se probd in vitro su accién

inhibitoria contra la a-glucosidasa.

-Andrade-Cetto et al., (2008) realizaron un estudio sobre la raiz del arbol Malmea
depressa que es utilizada en el sureste de México por las comunidades mayas para tratar
la diabetes tipo 2. Ellos estudiaron el efecto hipoglucemiante a largo plazo y la
estimulaciéon de la secrecién de insulina resultante del tratamiento con extracto
butandlico, utilizando ratas Wistar diabéticas inducidas por estreptomicina (STZ). Ellos
demostraron que después de 30 dias de administracion diaria del extracto butanélico en
los animales, los niveles de glucosa fueron menores en comparacion con el grupo
control, por lo comprobaron su efecto hipoglicémico y que al administrar el extracto una

sola vez estimula la liberacion de insulina.
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-Ovalle-Magallanes et al., (2015) estudiaron el extracto acuoso de las semillas de
Swietenia humilis y evaluaron los efectos hipoglucemiante y antihiperglicémico de dicho
extracto en ratones normoglucémicos y ratones diabéticos (inducidos por
estreptozotocina y nicotinamida (NA-STZ)). Ellos encontraron que el extracto causé una
reduccion en los niveles de glucosa en la sangre en los ratones normoglucémicos y
diabéticos ya que al evaluar el efecto hipoglicémico, en la prueba de tolerancia a la
sacarosa, el extracto redujo el pico postprandial en los ratones diabéticos. Ademas,
evaluaron los efectos antihiperglicémico, hipoglicemiante e hipolipidémico de S. humilis
en ratas alimentadas con fructosa y encontraron que el extracto acuoso produjo una
inhibicion significativa del pico postprandial en la prueba de la tolerancia a la glucosa en
comparacién con el grupo tratado solo con el vehiculo. Por otro lado, la administracién
diaria del extracto durante toda una semana provocd un significativo efecto
hipoglucémico, donde se observo la reduccion de la glucosa en la sangre, triglicéridos y
acido trico en el suero sanguineo. Sin embargo, no hubo cambios significativos en los
niveles de insulina en ayunas en comparacion con las ratas alimentadas s6lo con fructosa

sin tratamiento.

-Gutierrez et al. (2014) desarrollaron una investigacion sobre las semillas de Byrsonima
crassifolia que se han utilizado en el tratamiento de la diabetes, el reumatismo y la
cicatrizacion de heridas en la medicina tradicional mexicana. Ellos evaluaron el efecto
antidiabético de la administracién del extracto hexdnico en ratas Wistar inducidas con
STZ, que mostré una reduccién significativa en la glucosa en suero y aument6 la

liberacion de insulina de las células beta del pancreas.

-Sanchez-Salgado et al. (2007) realizaron una investigacion sobre la corteza de
Cochlospermum vitifolium que es una planta mexicana que se utiliza en la medicina
popular para el tratamiento de la hipertension, diabetes, hepatitis y enfermedades
relacionadas. El propdsito de su estudio fue evaluar las propiedades farmacoldgicas de
diferentes extractos de la corteza de C. vitifolium, como agentes potenciales para el
tratamiento de algunos factores relacionados con la diabetes mellitus. Los extractos que
utilizaron para determinar su actividad hipoglucémica fueron: hexanico, diclorometdnico

y metandlico. El extracto hexdnico mostré tener una disminucion significativa de los
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niveles de glucosa en sangre en ratas normoglucémicas, mientras que, el extracto
metandlico mostré tener una actividad hepatoprotectora y los tres extractos de esta

planta mostraron tener una actividad vasorrelajante.

-Aguilar-Santamaria et al., (2009) realizaron un estudio sobre las hojas de Tecoma stans
que se utilizan ampliamente como un remedio antidiabético tradicional en México. El
objetivo de esta investigacion fue evaluar in vivo e in vitro las propiedades antidiabéticas
de la planta. Para ello, los autores utilizaron un extracto acuoso y evaluaron in vitro la
inhibicion de la a-glucosidasa, resultando ser similar a la acarbosa. Ademds, ellos
observaron in vivo que el extracto no aumenté el pico hiperglicémico en las ratas
cargadas de almidon de maiz (prueba tolerancia al almid6n) a diferencia de las ratas no
tratadas diabéticas inducidas por STZ. Ademds, para las ratas diabéticas se les
administrd por 21 dias el extracto y este no disminuyd los niveles de glucosa, pero si los

de triglicéridos y colesterol.

-Carai et al., (2015) efectuaron un estudio sobre la raiz de Salvia miltiorrhiza que es una
planta medicinal usada en china para tratar la diabetes. Ellos elaboraron un extracto a
partir de esta planta y evaluaron la tolerancia al almidon y a la glucosa en ratas Wistar
normoglucémicas. Encontraron que el extracto mostré una reduccién en el pico
postprandial de los niveles de glucosa en sangre en las dos pruebas a comparacién de las
ratas sin tratamiento, por lo que comprobaron el efecto antihiperglucemiante del

extracto.

-Chipiti et al. (2015) realizaron un estudio sobre los extractos acuosos y metandlicos de
la raiz y hoja de Albizia antunesiana. Ellos realizaron pruebas in vitro de la inhibicion de
la a-amilasa y a-glucosidasa y citoxicidad en células HEK 293. El extracto metandlico
de la raiz presentd actividad inhibitoria de la a-amilasa y a-glucosidasa y el extracto
acuoso de la raiz solo presentd actividad inhibitoria contra la a-glucosidasa. Ademas,
ellos encontraron que los extractos no fueron citotdxicos, al menos en condiciones in

vitro.
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2.7.2 Antecedentes de las plantas estudiadas en este trabajo

Cylindropuntia imbricata y Opuntia engelmannii son plantas que se usan para tratar la
diabetes en la medicina tradicional mexicana principalmente, sin embargo, no existen
estudios antidiabéticos previos que hayan evaluado estas plantas. Por otra parte, se han
realizado varios estudios de otras especies del genero Opuntia que han mostrado
propiedades antidiabéticas. Por ejemplo, se encontré6 que Opuntia dillenii tenia en sus
polisacaridos componentes que actuaban de forma antihiperglucemiante en ratones
diabéticos inducidos por STZ (Zhao et al., 2011). Ademds, se encontré6 que en un
extracto acuoso de Opuntia streptacantha, poseia efecto antihiperglicémico en ratas
inducidas por STZ, dicho efecto se debid a la obstruccion y no a la inhibicion de la a-

glucosidasa (Becerra-Jiménez et al., 2012).

-Butterweck et al., (2011) realizaron un estudio de los efectos de extractos acuosos
preparados a partir de los cladodios y epicarpio de frutos Opuntia ficus-indica. Ellos
encontraron que después de ser administrados en ratas Wistar normoglucémicas los
extractos mostraban el efecto de bajar la glucosa en sangre y aumentar la insulina
plasmédtica, pero este efecto no fue tan significativo en comparacion a la glyburide que

fue su control positivo.

-Laurenz et al. (2003) desarrollaron un estudio para comprobar la actividad
hipoglicémica de un extracto obtenido a partir de Opuntia lindheimeri Engelm. Este
extracto fue probado a diferentes dosis en cerdos normoglucémicos y en cerdos
diabéticos inducidos por STZ por via oral. Ellos encontraron que el extracto no poseia
un efecto antidiabético en los cerdos normoglucémicos, sin embargo, en los cerdos
diabéticos inducidos por STZ dicho extracto si mostré el efecto hipoglucemiante, el cual

fue dependiente a la dosis y al tiempo para mostrar su mejor efecto.

-Bwititi et al. (2000) realizaron un estudio con Opuntia megacantha donde utilizaron
ratas Sprague-Dawley normoglucémicas y diabéticas inducidas con STZ. Durante la
investigacion ellos les administraron de manera oral y diariamente durante cinco
semanas extracto del cladodio y midieron la glucosa sanguinea y del plasma, asi como la

concentracion de urea y creatinina. Los autores observaron que el extracto si poseia un
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efecto hipoglicémico al disminuir los niveles de glucosa, pero el extracto era dafiino para

los rifiones de las ratas al incrementar los niveles de urea y creatinina.

No existe referencia del efecto antidiabético de las especies de Cylindropuntia imbricata
y Opuntia engelmannii por lo cual en esta investigacion pretende ampliar la literatura del

efecto antidiabético del género Opuntia.

La planta Ibervillea sonorae, conocida como Wereke, ha sido estudiada de manera
escasa en cuanto a su actividad antidiabética. En estos estudios se ha probado que su
extracto acuoso y su extracto diclorometdnico presentaron un efecto hipoglicémico en
forma inyectada en ratas inducidas por aloxano (Alarcon-Aguilar et al., 2005). En otro
estudio se encontré que su extracto acuoso induce al consumo de glucosa en células de
adipocitos 3T3-L1 (Zapata-Bustos et al., 2014). Rivera-Ramirez et al. (2011) realizaron
un estudio con un modelo murino utilizando ratones y produjeron un modelo con
obesidad e hiperglicemia al darles una dieta alta en grasas y fructosa por 8 semanas.
Después de que se administraron extractos acuosos de 1. sonorae, se comprobd que a 50
pug/mL provocé una disminucién en los niveles de glucosa, triglicéridos y colesterol,

mostrando asi su efecto antidiabético.

Sin embargo, no se han realizados estudios mas especificos de Ibervillea sonorae, por
ejemplo, que esta sea particionada en diferentes extractos, para probar una mayor gama
de moléculas, ademds no se ha investigado su efecto anti hiperglicemiante que pruebe si
tiene inhibicién con la a-glucosidasa, o un efecto antioxidante, como es la inhibicién del

DPPH.

Para el cacao, Theobroma cacao, se han realizado investigaciones que prueban que el
extracto de semillas tostadas y fermentadas causé un efecto hipoglicemiante y
hipocolesterolémico en ratas diabéticas inducidas por estreptozotocina (Ruzaidi et al.,
2005). Por otro lado, también se evaluaron “autolizados” que consisten en semillas de
cacao a las que se les removieron los alcaloides, los polifenoles y las grasas y se
pusieron a un pH de 3.5, y se observé que no posefan actividad contra la a-glucosidasa
pero si presentaban un efecto hipoglicemiante en ratas inducidas por STZ (de Oliveira et
al., 2015).
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Gu et al., (2011) determinaron los efectos inhibitorios in vitro de una serie de extractos
de cacao, que poseian diferentes contenidos de flavonoles y un aislado de procianidinas
de cacao contra la inhibicion de la a-amilasa, lipasa pancredtica y la fosfolipasa a2,
proporcionando evidencia de que los extractos de cacao y las procianidinas de cacao son
potentes inhibidores de enzimas clave en la digestion de los hidratos de carbono y
lipidos in vitro, y estas actividades inhibidoras estdn relacionados con el contenido de
polifenoles en extractos de cacao. Sin embargo, no usaron a-glucosidasa para probar el
efecto. Ademds, se ha probado que el brebaje de cocoa y fracciones extraidas de este
preparado mostraron tener un buen efecto antihiperglucemiante al mostrar tener una

buena inhibicion de la a-glucosidasa (Bellesia et al., 2014).

En la revision de la literatura consultada no encontr6 estudios que evalten la semilla de
cacao en forma natural sin procesarla, y que esta sea directamente particionada en
extractos para probar una mayor gama de moléculas que pudieran estar en los diferentes
extractos, ademas en el extracto metandlico de esta semilla, no ha sido evaluado el

efecto antidiabético in vivo en ratones.

La bisqueda de productos naturales y su separacion utilizando distintos disolventes con
diferente polaridad es importante para la extraccion de diferentes tipos de compuestos
(Su et al, 2012). Al incrementar gradualmente la polaridad del disolvente en la
extraccion secuencial se logra la separacion de compuestos. La calidad y cantidad de la
extraccion de compuestos, a partir de las plantas en general, es el resultado de cada tipo
de los diferentes disolventes usados. Existen estudios donde se ha encontrado
bioactividad de extractos vegetales separdndolos en grupos de compuestos extraidos,

usando diferentes tipos de solventes (Ncube et al., 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto antidiabético in vivo e in vitro de las pencas y semillas de Opuntia
engelmannii y Cylindropuntia imbricata, las semillas de Theobroma cacao y la raiz de

Ibervillea sonorae.

3.2 Objetivos particulares

1. Colectar el material vegetal de O. engelmannii (penca y semilla), C. imbricata
(penca y semilla), 7. cacao (semillas) e 1. sonorae (raiz).

2. Obtener los extractos hexdnicos, diclorometanicos, acetato de etilo y metandlicos
del material vegetal.

3. Realizar una caracterizacion fotoquimica de los extractos obtenidos.

4. Evaluar in vitro la actividad citotdxica, antioxidante y antihiperglucemiante de
los extractos obtenidos de las plantas estudiadas.

5. Evaluar la actividad antidiabética in vivo de los extractos que presenten el mejor

efecto en la evaluacién in vitro.

4. HIPOTESIS

Al menos una de las plantas a evaluar presentard un extracto con efecto antidiabético.
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5. JUSTIFICACION

La diabetes mellitus afecta a mas de 382 millones de personas en el mundo y se le
considera como una de las cinco causas principales de muerte a nivel mundial. Por lo
que, se han desarrollado diversos tratamientos para contrarrestarla, sin embargo, los
tratamientos existentes son caros, no son completamente efectivos y causan multiples
efectos colaterales. Algunos efectos adversos que han presentado los farmacos al6patas
usados para el tratamiento de la diabetes son la hipoglucemia, nduseas, vomitos, diarrea

o estrefiimiento, dolor de cabeza y aumento de peso.

En los ultimos afios la ciencia ha puesto gran interés en investigar el efecto que
presentan las plantas en la prevencion y tratamiento de diversas patologias humanas,
basado en la medicina tradicional, que ha estado presente desde tiempos milenarios. En
el caso de la diabetes mellitus, un mayor nimero de pacientes utilizan hierbas
medicinales con actividad anti-diabética para tratar su enfermedad. Debido a esto, se ha
mostrado una tendencia en la investigacion cientifica en la identificacién de plantas con
capacidad antidiabética para que se puedan utilizar ya sea solas o en combinacién con

otros tratamientos.

Por lo anterior, en esta investigacion se pretende evaluar mediante ensayos in vitro € in
vivo cuatro especies de plantas comunes en México, a fin de identificar al menos un
extracto que posea una efectiva respuesta antidiabética y que pueda ser utilizado como

una alternativa accesible en el desarrollo de tratamientos contra la diabetes.

20



6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Material vegetal
Para la realizacion del presente trabajo se emplearon cuatro especies de plantas Opuntia

engelmanii, Cylindropuntia imbricata, Ibervillea sonorae y Theobroma cacao.

El material que se recolectdé de O. engelmanii y C. imbricata (nopales silvestres)
corresponde a las semillas de los frutos (bayas - tunas) asi como las pencas, este material
fue recolectado en el municipio de Matehuala, SLP y en el municipio de China, NL,
durante los meses de mayo a agosto. Para la planta I. sonorae, conocida cominmente
como Wereke, se utilizé la raiz, la cual fue recolectada a partir de ejemplares silvestres
en el municipio de Matehuala, SLP. La colecta de esta planta fue realizada en el mes de
junio, pero podria realizarse en cualquier época del afio. Para la planta 7. cacao, el
organo de interés en este estudio es la semilla, la cual fue recolectada a partir de frutos
de ejemplares silvestres en el estado de Tabasco. La colecta de esta planta fue realizada
en el mes de julio. Se realiz6 la identificacién taxondmica de los ejemplares recolectados
y descritos anteriormente en el laboratorio de Faner6gamas, Departamento de Botdnica
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas y se depositd un ejemplar de cada una de ellas en

el Herbario de esta Facultad.

6.2 Procesamiento de las muestras

El procesamiento de las muestras que se realizé para obtener las semillas de los frutos de
O. engelmanii, C. imbricata y T. cacao, requiere que los frutos fueran pelados para
eliminar la cdscara y posteriormente fueran sometidos a un prensado y colado para
separar las semillas. Las semillas de las tres especies antes mencionadas se lavaron con
agua corriente para eliminar restos del mesocarpio (pulpa) y fueron secadas para después
ser fragmentadas en un molino. Ademads, este material se empacé en bolsas metélicas y

se sell6 al vacio para su conservacion.

El procesamiento de los cladodios de O. engelmanii y C. imbricata comenzd con retirar

las espinas de los mismos y se lavaron adecuadamente para eliminar cualquier rastro de
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tierra u otros restos vegetales, luego se secaron y se fragmentaron. Finalmente, este

material se empacé en bolsas metdlicas y se sell6 al vacio para su conservacion.

El procesamiento de las raices de I. sonorae, para obtener las muestras, requirié que
estas fueran lavadas adecuadamente con cepillo y agua para eliminar cualquier rastro de
tierra u otros restos vegetales, luego se secaron y fragmentaron, finalmente este material
se empaco en bolsas metalicas y se selld al vacio para su conservacion de la misma

manera que los materiales anteriores.

6.3 Obtencion de los extractos

Para la obtencién de los extractos se utilizé 1 Kg del material vegetal de cada planta
estudiada: O. engelmanii, C. imbricata, 1. sonorae y T. cacao, el cual habia sido
previamente conservado en bolsas al vacio. El material vegetal obtenido se dejé macerar
con agitacion continua a temperatura ambiente por una semana con cada uno de los
siguientes solventes: Hexano, Diclorometano, Acetato de etilo y Metanol en ese orden
respectivamente y de manera secuencial, con el fin de incrementar la polaridad del
solvente extractor. Los extractos obtenidos con el solvente correspondiente, se filtraron
los extractos sobre papel filtro. Los extractos ya filtrados, se elimino el solvente con
apoyo de un rotaevaporador, se pesaron y se determiné el rendimiento de la extraccion

para cada planta mediante de la siguiente ecuacion:

peso obtenido

%100
peso inicial

(%) Rendimiento =

Doénde:
Peso obtenido = peso obtenido del material vegetal después la extraccion
Peso inicial = peso del material vegetal antes de la extraccion.

Por dltimo, se guardaron en envases de vidrio a temperatura ambiente.

6.4 Tamizaje fitoquimico
Para realizar el andlisis cualitativo fitoquimico de las muestras de los extractos crudos
vegetales las muestras se disolvieron utilizando DMSO, Etanol o Metanol. Este anélisis

nos permitié conocer si los extractos vegetales presentan los siguientes constituyentes
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fitoquimicos: alcaloides, carbonilos, flavonoides, compuestos fendlicos, saponinas,
esteroides, sesquiterpenlactonas, taninos y carbohidratos. A continuacién, se presentan

las técnicas utilizadas.

Esteroles (Reaccion de Liebernman-Burchard). Se preparé el reactivo mezclando 1
mL de anhidrido acético, 1 mL de cloroformo y una gota de 4dcido sulfirico concentrado.
Después, en un pozo de una placa de porcelana, se deposité una pequefia parte del
extracto, se mezcld con cloroformo y se le afadieron unas gotas del reactivo
anteriormente preparado, se observaron los cambios de coloracién. La prueba fue
considerada como positiva cuando hay variaciones de color, para los esterdles

generalmente se observan colores verde, azul, rojo o naranja (Kuppusamy et al., 2015).

Carbohidratos (Prueba de Fehling). En un tubo de ensayo se colocaron 5 mL de los
extractos disueltos en su disolvente correspondiente, se traté con 5 mL de las soluciones
de Fehling (A y B) y se calent la mezcla donde la aparicién de un precipitado de color

rojo indico la presencia de azicares reductores (Huacuja Gonzdles et al., 1995).

Fenoles y Taninos (Prueba de Cloruro Férrico). Se tom6 un 1 mL del extracto
disuelto en su disolvente correspondiente, y se puso en un tubo de ensayo y se
adicionaron 2 gotas de solucién de tricloruro férrico (FeCls al 1%). La produccién de un
color verde, azul o negro es prueba positiva para compuestos fendlicos. En un segundo
tubo de ensayo, se coloca 1 mL del extracto y se agrega grenetina, si existe turbidez o
formacién de precipitado se considera como una prueba positiva para la deteccién de

taninos en la muestra (Kuppusamy et al., 2015).

Flavonoides (Prueba de Acido Sulfirico). En un pozo de una placa de porcelana se
deposité una muestra del extracto a evaluar, se le agregé un trocito de magnesio y unas
gotas de 4cido clorhidrico concentrado. La prueba se considera positiva para flavonas,
isoflavonas y para flavonoles si inmediatamente se produce una coloraciéon naranja-rojo
azulosa, rojo-violeta o café-anaranjado. Las antocianinas dan una coloracién azul

(Huacuja Gonzéles et al., 1995).

Alcaloides (Prueba de Dragendorff). Para llevarla a cabo se prepard un reactivo con
dos soluciones: la primera se preparé mezclando 8 g de nitrato de bismuto con 20 mL de

acido nitrico (al 30%) y la segunda contenia 27.2 g de yoduro de potasio en 50 mL de
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agua. Se mezclaron ambas soluciones y se dejo reposar 24 h. Esta mezcla se filtré y
afor6 a 100 mL con agua destilada. Se agregaron unas cuantas gotas de este reactivo a la
muestra a evaluar en un tubo de ensayo, la prueba se considera positiva si se forma un

precipitado color naranja-marrén (Huacuja Gonzéles et al., 1995).

Sesquiterpenlactonas (Prueba de Legal). En un tubo de ensayo se deposité una
muestra del extracto a evaluar, se le agregan 3 gotas de piridina, una gota de
nitroprusiato de sodio al 5% y cuatro gotas de hidréxido de potasio 2N, las lactonas alfa
y B insaturadas dan positiva esta prueba con la produccién de un color rosa. Pueden
darla también positiva las gamas lactonas, asi como las metilcetonas. (Huacuja Gonzéles

etal., 1995).

Saponinas (Ensayo espuma). En un tubo de ensayo se deposité 1ml del extracto con su
vehiculo, se agregd 9 mL de agua destilada y se procedid a agitar vigorosamente por 30
a 40 s. Se dejo reposar por 30 min verticalmente. La prueba fue considerada positiva al
formarse una capa de espuma mayor a 3 cm sobre la superficie del liquido (Hermosilla

Carazo et al., 2014).

Insaturaciones (Prueba de bromo en tetracloruro de carbono). En un tubo de ensayo
se disolvieron 0.2 mg del extracto de la planta con 1 mL de tetracloruro de carbono y se
agregd gota a gota una solucion de bromo en tetracloruro de carbono al 2%. La prueba
se considera positiva, si en el lapso de 1 minuto la solucién de bromo se decolora

(Huacuja Gonzéles et al., 1995).

Carboxilos (Prueba del bicarbonato). Se coloc6 una parte del extracto a evaluar en un
pozo de placa de porcelana y se afiadi6 una solucion de bicarbonato de sodio al 10 %. La
prueba se considera positiva si se observa el desprendimiento de burbujas de CO, (Mayo

etal., 1994).

Cumarinas (Prueba para Coumarinas). En un tubo de ensayo con 0.5 mL del extracto
y se le adicion6 el mismo volumen de una solucién 1N de Clorhidrato de hidroxilamina
en metanol. Luego se agregaron unas gotas de KOH 2N hasta que el pH fuera mayor a
11. Se calent6 la mezcla a ebullicion en bafo maria. Se enfrid y se llevé a pH 3 con HCI
2N lentamente. Se agregaron 2 gotas de FeCls al 10%; si la mezcla tenia una tonalidad

entre rojo y azul la prueba es positiva (Huacuja Gonzales et al., 1995).
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Quinonas (Prueba de Borntrager). Se calent6 el extracto vegetal seco con 10 mL de
hidréxido de potasio alcohdlico 0.5N y con peréxido de hidrogeno al 3% en un bafio
marfa a 60°C. Se afiadieron 10 gotas de acido acético glacial. Se agregé 10 mL de
benceno y se separaron las fases orgdnica y acuosa utilizando una ampolla de
decantacion. Se le adicionaron 5 mL de hidr6xido de amonio al 10% a la capa bencénica
y se agitd. Si se desarrolla una coloracion rojiza o rosada la prueba se considera positiva

(Huacuja Gonzéles et al., 1995).

Carbonilos (Prueba de 2.4-Dinitrofenilhidracina). Se colocé el extracto disuelto en 1
mL de etanol, se anadié 1 mL de la solucion 2, 4 dinitrofenihidrazina en un tubo de
ensayo y se calent6 en bafio maria durante 5 min, se dejo enfriar y se indujo a la
cristalizacion al anadir unas gotas de agua y enfriando en un bafio de hielo. La prueba se

considera positiva si se forma un precipitado (Huacuja Gonzales et al., 1995).

6.5 Viabilidad en células B16F10

Con el fin de investigar el efecto téxico de los extractos vegetales, se desarrollé un
cultivo con células B16F10 de melanoma de ratén. Las células fueron cultivadas en el
medio “Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)” y suplementadas con 10% (v/v)
de suero fetal bovino en frascos de cultivo celular. Las células fueron subcultivadas en

medio fresco 3 veces por semana e incubadas a 37°C en una atmosfera de 95% de aire y

5% de CO..

Se realiz6 el andlisis correspondiente de acuerdo con los estudios de Arunachalam et al.
(2016), Fadipe et al. (2017) y Kakde et al. (2016); los compuestos liofilizados se
resuspendieron en DMSO al 1% y en buffer de fosfatos salino x1 utilizando un
sonicador. Se cultivaron las células B16F10 en placas de 96 pozos (10,000 células por
pozo) y se incubaron por 24 h a 37°C y 5% de CO,. Se agregaron los tratamientos y el
control de vehiculo (DMSO al 1% y en buffer de fosfatos salino x1) y se dej6 incubar
por 24 h.

Se agregd el colorante azul alamar y se dejo incubar por 4.5 h; las placas se leyeron en
un lector de ELISA. Se obtuvieron los resultados por triplicado y se analizaron

estadisticamente, previa transformacion arcoseno de los datos, utilizando una prueba de
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ANOVA (p <£0.05) y una prueba de comparacion de medias de Tukey para determinar

diferencias entre tratamientos.

6.6 Determinacion de la Actividad antioxidante por el método DPPH

Se realiz6 el ensayo de acuerdo con los estudios de Mokrani et al. (2016), Chahardoli et
al., (2017) y Ramos et al., (2008); se disolvieron los compuestos en sus vehiculos
correspondientes (DMSO, Etanol o Metanol); se prepar6 el reactivo DPPH donde se
pesé 1.4 mg y se aforé con 50 mL de metanol en oscuridad. Se colocaron 2 mL en el
tubo de ensayo y se leyo en espectrofotometro a 517nm en un rango de absorbancia de
0.730 a 0.770. Se tomaron los 50 pL de cada uno de los extractos y se agregaron 1,950
uL de solucion DPPH y se agitaron en un vortex. Se dejé incubar por 20 min en lugar
oscuro y se leyd en espectrofotometro a 517nm. Se utilizé la vitamina E como control

positivo.

Con los datos obtenidos se calculod el porcentaje de reduccidon para cada una de las
diferentes diluciones utilizando la siguiente ecuacion

» (Absorbancia Control negativo - (Absorbancia muestra)
% Reduccién = - . X 100
Absorbancia Control negativo

Después de obtener los porcentajes de reduccidn, se graficaron versus la concentracion

de la dilucién correspondiente.

6.7 Inhibicion de la a-glucosidasa

Se realiz6 el ensayo de acuerdo al estudio de Gu et al., (2011), Liu et al., (2017) y Nian
et al., (2017) los compuestos liofilizados se re suspendieron en DMSO al 1% y en buffer
de fosfatos salino x1 y se us6 un sonicador. En una placa de 96 pozos se agregaron 25
uL de los tratamientos y se incub6 con 25 puL de enzima (0.1 unidades por mL) y se dejo
15 min a incubar a 37°C (tiempo de tratamiento). Se agregaron 50 pL de sustrato (SmM)
a los tratamientos y se dejo incubar por 10 min (tiempo de reaccién). Se detuvo la
reacciéon con 50 uLL de Na,COs. Se agregd a los blancos 25 uL de los tratamientos, 50
uL Na,COs, 25 uL de enzima y 50 puL de sustrato. Se leyeron las placas en un lector de

ELISA a 405 nm. La acarbosa fue utilizada como el control positivo.

26



Las absorbancias se utilizan para calcular el porcentaje de inhibicidn de cada tratamiento
comparado con el control de actividad (100% de actividad), aplicando la siguiente

ecuacion:

o (Abs control de actividad — Abs muestra)
% de inhibicién = — x 100
Abs control de actividad

Dénde:

Abs muestra: Es la absorcion de luz del producto de reaccidon enzima-sustrato en
presencia del extracto, acarbosa o control negativo segtn sea el caso.

Abs control: Es la absorcion de luz del producto de reaccion enzima-sustrato en

presencia del buffer de fosfato como tratamiento.

6.8 Ensayos in vivo

Para la experimentacion se utilizaron ratones Balb/c de ambos sexos de cuatro semanas
de edad, con un peso entre 20 y 25 g, los cuales fueron adquiridos en el Centro UNAM-
Harlan (Harlan México, SA de CV) y se mantuvieron en una habitacién ambientalmente
controlada a 2243 °C, con alternancia de 12 h de ciclo luz / oscuridad. Los ratones
mantuvieron acceso libre a la dieta de pellets estandar de roedores y agua ad libitum.
Todos los estudios se realizaron de acuerdo con los principios y directrices de la Norma
Oficial Mexicana para el Cuidado y Manejo de Animales (NOM-062-Z0O0-1999) con la
aprobacion del Comité ético institucional para el uso de animales en pruebas

farmacoldgicas y toxicoldgicas de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, UANL.

A los ratones se les administré oralmente, por medio de una sonda géstrica, los extractos
crudos y secos, los cuales fueron preparados, pesados y homogenizados con agua
destilada, con la ayuda de un sonicador, para preparar las concentraciones
farmacoldgicas deseadas. A continuacién se detallan las pruebas realizadas con los

ratones.

6.8.1 Toxicidad aguda
Para esta prueba se utilizaron ratones Balb/c de ambos sexos sanos (n=4), los cuales
fueron sometidos a pruebas de toxicidad aguda similares al estudio de Badole er al.

(2006), después de haber realizado un ayuno de 8 h. Para los estudios, los ratones se
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observaron continuamente durante 2 h con el fin de observar sus perfiles conductuales,
neurolégicos y auténomos y hasta 48 h mds para observar cualquier letalidad o muerte.

Se utilizaron los extractos a 250, 500 y 1000 mg/Kg en una dosis oral dnica.

6.8.2 Induccion de la diabetes experimental

La diabetes se indujo en ratones por inyeccion intraperitoneal (i.p.) de estreptozotocina
(STZ) disuelta en buffer de citratos a 0.1 M (pH = 4.5) a una dosis de 200 mg/kg de peso
corporal. La diabetes se confirmé mediante la determinacién del nivel de glucosa en
sangre en ayunas a las 72 h después de la administracién de estreptozotocina similar a la
forma reportada (Etuk er al., 2010; Swanston-Flatt et al. 1990). En base al rango
estipulado por Etuk et al., (2010), que corresponde de 180 a 500 mg/dL en la glucosa
sanguinea, para confirmar la induccién de diabetes, s6lo se consideraron a los ratones

con niveles de 200 mg/dL. como diabéticos para este estudio.

6.8.3- Efecto hipoglucemiante a corto plazo de los extractos en ratones
normoglucémicos

En base al estudio de Anaya-Eugenio et al. (2014) se evalud la actividad hipoglucémica
aguda en ratones normoglucémicos, los cuales fueron divididos en 5 grupos que
contenian 5 animales cada uno. Después de que los ratones fueron dejados con 4 h de
ayuno, se les administraron los extractos como sigue: a los grupos I, II y III se trataron
con los extractos: metandlico de la semilla de Opuntia engelmannii (Meta S.O E) a 300
mg/Kg, acetato de etilo de la semilla de Cylindropuntia inbricata (Ace S.O I) a 300
mg/Kg y metandlico de Teobroma cacao (Meta Cacao) a 300 mg/Kg respectivamente,
mientras que, los grupos de control (IV y V) se administraron oralmente con vehiculo

(agua destilada) y glibenclamida (GLI, 10 mg/kg), respectivamente.

Para medir el efecto hipoglucemiante se tomaron muestras de sangre de la vena de la
colaa0, 1.5, 3,5, 7 y9 h después de la administracion, mediante una pequefia incisién
al final de la cola. Las respuestas de los tratamientos de los niveles de glucosa fueron

calculadas por el método del 4rea bajo la curva.
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6.8.4 Efecto hipoglucemiante a corto plazo de los extractos en ratones diabéticos
inducidos por STZ

En base al estudio de Wan et al. (2013) se evaluo la actividad hipoglucémica aguda en
ratones inducidos a diabetes por STZ, los cuales fueron divididos en 5 grupos que
contenian 3 animales cada uno. Después de que los ratones fueron dejados con 4 h de
ayuno, se les administraron los extractos como sigue: los grupos I, II y III se trataron con
los extractos de Meta S.OE 300 mg/Kg, Ace S.OI 300 mg/Kg y Meta Cacao 300 mg/Kg
respectivamente, mientras que los grupos de control (IV y V) se administraron oralmente
con vehiculo (agua destilada) y glibenclamida (GLI, 10 mg/kg), respectivamente. Se
tomaron muestras de sangre de la vena de la cola a 0, 1.5, 3,5, 7y 9 h después de la
administraciéon mediante una pequefia incision al final de la cola. Las respuestas de los
tratamientos de los niveles de glucosa fueron calculadas por el método del area bajo la

curva.

6.8.5 Prueba oral de tolerancia al almidén en ratones normo glucémicos.

Siguiendo el estudio de Wan et al., (2013), los ratones fueron clasificados en 8 grupos
de 5 ratones, después de dejar a los ratones en ayuno por 8 h, estos fueron tratados como
sigue: del grupo del I al VI con los extractos de meta S.OE 300 mg/Kg, ace S.OI 300
mg/Kg, meta Cacao 300 mg/Kg, meta S.OE 150 mg/Kg, y ace S.OI 150 mg/Kg y meta
Cacao 150 mg/Kg, respectivamente, mientras que el grupo VII se le traté con acarbosa a
15 mg/Kg como el control positivo y el grupo VIII, se le traté con el vehiculo (agua)
como el control negativo. A los 30 min después de los tratamientos se les administrd
3000 mg/Kg de almidon y se midio los niveles de glucosa a los 0, 30, 60, 90, 120 y 180
min. Las respuestas de los tratamientos de los niveles de glucosa fueron calculadas por

el método del drea bajo la curva.

6.8.6 Prueba oral de tolerancia a la sacarosa en ratones normo glucémicos.

Siguiendo el estudio de Wan er al. (2013), los ratones fueron clasificados en 8 grupos de
5 ratones, después de dejar a los ratones en ayuno por 8 h, estos fueron tratados como
sigue: del grupo del I al VI con los extractos de meta S.OE 300 mg/Kg, ace S.OI 300
mg/Kg, meta Cacao 300 mg/Kg, meta S.OE 150 mg/Kg, y ace S.OI 150 mg/Kg y meta
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Cacao 150 mg/Kg, respectivamente, mientras que el grupo VII se le traté con acarbosa a
15 mg/Kg como el control positivo y el grupo VIII, se le traté con el vehiculo (agua)
como el control negativo. A los 30 min después de los tratamientos se les administrd
3000 mg/Kg de sacarosa y se midi6 los niveles de glucosa a los 0, 30, 60, 90, 120 y 180
min. Las respuestas de los tratamientos de los niveles de glucosa fueron calculadas por

el método del drea bajo la curva.

6.8.7 Prueba oral de tolerancia al almidén en ratones diabéticos inducidos por STZ
Siguiendo el estudio de Wan et al., (2013), los ratones diabéticos fueron clasificados en
8 grupos de 3 ratones, después de dejar a los ratones en ayuno por 8 h, estos fueron
tratados como sigue: del grupo del I al VI con los extractos de meta S.OE 300 mg/Kg,
ace S.0I 300 mg/Kg, meta Cacao 300 mg/Kg, meta S.OE 150 mg/Kg, y ace S.OI 150
mg/Kg y meta Cacao 150 mg/Kg, respectivamente, mientras que el grupo VII se le tratd
con acarbosa a 15 mg/Kg como el control positivo y el grupo VIII, se le traté con el
vehiculo (agua) como el control negativo. A los 30 min después de los tratamientos se
les administré 3000 mg/Kg de almidén y se midio los niveles de glucosa a los 0, 30, 60,
90, 120 y 180 min. Las respuestas de los tratamientos de los niveles de glucosa fueron

calculadas por el método del drea bajo la curva.

6.8.8 Prueba oral de tolerancia a la sacarosa en ratones diabéticos inducidos por
STZ

Siguiendo el estudio de Wan et al. (2013), los ratones diabéticos fueron clasificados en 8
grupos de 3 ratones, después de dejar a los ratones en ayuno por 8 h, estos fueron
tratados como sigue: del grupo del I al VI con los extractos de meta S.OE 300 mg/Kg,
ace S.0OI 300 mg/Kg, meta Cacao 300 mg/Kg, meta S.OE 150 mg/Kg, y ace S.OI 150
mg/Kg y meta Cacao 150 mg/Kg, respectivamente, mientras que el grupo VII se le traté
con acarbosa a 15 mg/Kg como el control positivo y el grupo VIII, se le traté con el
vehiculo (agua) como el control negativo. A los 30 min después de los tratamientos se
les administré 3000 mg/Kg de sacarosa y se midid los niveles de glucosa a los 0, 30, 60,
90, 120 y 180 min. Las respuestas de los tratamientos de los niveles de glucosa fueron

calculadas por el método del drea bajo la curva.
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6.8.9 Efecto hipoglucemiante a largo plazo de los extractos en ratones diabéticos
inducidos por STZ

Siguiendo el estudio de Wan et al. (2013), los ratones diabéticos fueron clasificados en 5
grupos de 5 ratones. Los ratones fueron tratados durante 4 semanas diaramente como
sigue: del grupo del I al III con los extractos de meta S.OE 300 mg/Kg, ace S.OI 300
mg/Kg, meta Cacao 300 mg/Kg respectivamente, mientras que el grupo IV se le traté
con glibenclamida a 10 mg/Kg como el control positivo y el grupo VIII, se le traté con
el vehiculo (agua) como el control negativo. Adicionalmente se agregé un grupo de
ratones normoglucémicos con solo agua como control extra. Semanalmente los ratones

tratados fueron puestos en ayuno por 8 h y se les midio los niveles de glucosa en sangre.

6.8.10 Prueba oral de tolerancia a la glucosa en ratones diabéticos inducidos por
STZ

Siguiendo el estudio de Wan et al. (2013), se realiz6 la prueba oral de tolerancia a la
glucosa en los ratones diabéticos con 8 h de ayuno, justamente un dia antes de ser
sacrificados. En la prueba oral se les administrd a los ratones los extractos y después de
30 min se les administré 2000 mg/kg de glucosa y se midi6 los niveles de glucosa a los
0, 30, 60, 90 y 120 min. Las respuestas de los tratamientos de los niveles de glucosa

fueron calculadas por el método del area bajo la curva.

6.8.11 Colecta de plasma y determinacion metabdlica.

Los ratones fueron sacrificados e inmediatamente se recolectd la sangre por puncidn
cardiaca en jeringas con anticoagulante (EDTA), la cual se colocé en tubos. Las
muestras sanguineas fueron centrifugadas (1500x g, por 10 min) y se recolecté el
plasma, el cual fue almacenado a -80°C. En las muestras colectadas se determind:

triglicéridos, colesterol e insulina por medio de Kkits.
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7. RESULTADOS

7.1 Tamizaje fitoquimico

En esta etapa se realizaron las pruebas fitoquimicas, para la detencion de grupos
funcionales y compuestos quimicos, en los extractos de hexano, diclorometano, acetato
de etilo y metanol de la raiz de I. sonorae, asi como en las pencas y semillas de

O.engelmani, C. imbricata y en la semilla T. cacao.

En la tabla 2 se muestran los resultados de la caracterizacion fitoquimica de los extractos

evaluados.

Tabla 2. Tamizaje fitoquimico de los extractos de las plantas estudidas

O.engelmannii C.imbricata Lsonorae T.cacao

Grupo Funcional Penca Semilla Penca Semilla Raiz Semilla
H D A M H D A H D A M H D A M H D A M H D A M
Insaturaciones + - + + + + + 4+ + + + o+ + + + 4+ + 4+ o+ o+ - - + 4+
Carbonilos - - - - - + 4+ - + +
Taninos + o+ - + o+ + o+ o+ - - - - - -+ o+
Flavonoides - + - + + 4+ - + + + - - - - - - + 4+
Triterpenos + o+ o+ - + - - - + o+ o+ - + - - - + o+ o+ o+ + + 4+
Saponinas - - - + + - +
Carboxilios - - - - - - + - + + + o+ - - - - + o+ o+ o+ -+ 4+

Cumarinas -+ o+ o+ + o+ o+ o+ + -+ 4+ -+ o+ o+ + o+ o+ o+ +

Alcaloides - - - - + + + o+ - - - - - - - - - + o+ o+ - - - +

Lactonas - - - - - + + - + - - - - - - - - - + - - - +
Quinonas - - -+ - - - - - - - - - - - - - - - - -+ o+ o+

+: Grupo funcional presente, -: grupo funcional ausente. Extracto H: Hexanico, Extracto

D: diclorometano, Extracto A: acetato de etilo y Extracto M: metanol.

7.2 Viabilidad celular

En esta etapa se evalud el efecto sobre la viabilidad de células B16F10 de los 24
extractos a concentraciones de 100 y 200 pug/mL, por el método de azul alamar. Los
resultados observados mostraron que los extractos no son toxicos en las células BI6F10,
con excepcidn del extracto metandlico de I. sonorae, el cual mostrd tener una toxicidad

alta a estas concentraciones. En las figuras 1 y 2 se presentan los resultados obtenidos.
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Figura 1. Efecto de los extractos de las plantas en estudio a una concentracién de 100
pg/mL sobre la viabilidad (%) sobre células B16F10. Promedios y desviacion estdndar de los
tratamientos en experimentos por triplicado. Literales diferentes indican diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos (p<0.05). ST: sin tratamiento; DMSO: Dimetilsulf6xido, H:
extracto hexanico, D: extracto diclorometdnico, A: extracto acetato de etilo, M: extracto
metandlicos, Oe: Opuntia engelmannii, Ci: Cylindropuntia imbricata, TC: Theobroma cacao, Is:
Ibervillea sonorae, C: cladodio, S: semilla, R: raiz
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Figura 2. Efecto de los extractos de las plantas en estudio a una concentracién de 200
pg/mL sobre la viabilidad (%) en células B16F10. Promedios y desviacion estandar de los
tratamientos en experimentos por triplicado. Literales diferentes indican diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos (p<0.05). ST: sin tratamiento, DMSO: Dimetilsulféxido, H:
extracto hexdnico, D: extracto diclorometdnico, A: extracto acetato de etilo, M: extracto
metandlicos, Oe: Opuntia engelmannii, Ci: Cylindropuntia imbricata, TC: Theobroma cacao, Is:
Ibervillea sonorae, C: cladodio, S: semilla, R: raiz.
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Para conocer el patrén de toxicidad del extracto metandlico de I. sonorae, que presentd
toxicidad en concentraciones de 100 pg/mL y 200 pg/mL, se evaldo este extracto a
concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ug/mL. Como se puede observar en la figura 3
este extracto mostré un patrén positivo donde al aumentar la dosis, incrementa la
respuesta toxica, surgiendo la dosis letal media en 76.90 pg/mL. La figura 4 presenta la

curva de la dosis letal media del extracto metandlico de 1. sonorae.
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Figura 3. Efecto del extracto metandlico de I. sonorae a diferente concentracion sobre la
viabilidad (porcentaje) en células B16F10. Promedios y desviacion estindar de los
tratamientos en experimentos por triplicado. Literales diferentes indican diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos (p<0.05). ST: sin tratamiento, DMSO: Dimetilsulf6xido, M:
extracto metanodlico. Is: Ibervillea sonorae, R: raiz.
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Figura 4. Curva de viabilidad del efecto del extracto metanélico de Ibervillea sonorae a
concentraciones de 20, 40, 60, 80 y 100 ng/mL en células B16F10. Promedios y desviacion
estindar de los tratamientos en experimentos por triplicado. Literales diferentes indican
diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (p<0.05).

7.3 Actividad antioxidante

Mediante el método de DPPH se evaluo la actividad antioxidante de los extractos antes
mencionados, a 50 y 200 pug/mL. Los resultados obtenidos presentan las respectivas
curvas de inhibicién de los extractos activos, donde siete extractos presentaron actividad
antioxidante a 200 pg/mL. Sin embargo, a 50 ug/mL sélo cuatro extractos presentaron
actividad antioxidante, lo que los convierte en los extractos mds activos en este estudio.
Estos cuatro extractos son: el extracto acetato de etilo y el extracto metandlico de la
semilla de O. engelmannii con un 93.67% y 91.95% respectivamente, el extracto acetato
etilo de C. imbricata con un 56.80% y el extracto metandlico de 7. cacao con un
91.52%, resultados similares a la vitamina E como control positivo, con un 93.87%. En

las tablas 5 y 6 se presentan los resultados obtenidos.
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Figura 5. Actividad antioxidante de los extractos de las plantas en estudio mediante el
método de DPPH a una concentracion de 200 pg/mL. Promedios y desviacion estandar de los
tratamientos en experimentos por triplicado. Literales diferentes indican diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos (p<0.05). Vitamina E: Control positivo, DMSO:
Dimetilsulféxido, H: extracto hexanico, D: extracto diclorometinico, A: extracto acetato de
etilo, M: extracto metandlicos, Oe: Opuntia engelmannii, Ci: Cylindropuntia imbricata, TC:
Theobroma cacao, Is: Ibervillea sonorae, C: cladodio, S: semilla, R: raiz.
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Figura 6. Actividad antioxidante de los extractos de las plantas en estudio mediante el
método de DPPH a una concentracion de 50 pg/mL. Promedios y desviacion estdndar de los
tratamientos en experimentos por triplicado. Literales diferentes indican diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos (p<0.05). Vitamina E: Control positivo DMSO:
Dimetilsulféxido, H: extracto hexdnico, D: extracto diclorometdnico, A: extracto acetato de
etilo, M: extracto metandlico. Oe: Opuntia engelmannii, Ci: Cylindropuntia imbricata, TC:
Theobroma cacao, Is: Ibervillea sonorae, C: cladodio; S: semilla, R: raiz.
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Se evaluaron los extractos con el fin de obtener el ICsy, los resultados mostraron que tres
de los siete tratamientos activos, los extractos acetato de etilo y metandlico de la semilla
de O. engelmannii, el extracto Acetato etilo de C. imbricata y el extracto metandlico de
T. cacao mostraron tener un ICsy similar a la vitamina E. Ademas, el extracto metandlico
de T. cacao mostré tener ICsy menor a la vitamina E, lo que significa que este extracto es
mds efectivo inhibiendo el DPPH que la vitamina E. Por el contrario, el extracto de la
penca de C. imbricata, y los extractos acetato de etilo y metandlico de I. sonoare
mostraron tener una inferior actividad a la vitamina E. En las figuras 7 a la 14 se
presentan las curvas de inhibicién de los extractos que presentaron una actividad

antioxidante relevante, ademads del control positivo (Vitamina E).
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Figura 7. Inhibicion de DPPH por la Vitamina E. Porcentaje de inhibicién de 0.0546 mg de
DPPH (1950 pL) con tiempo de incubacién de 20 min con 50 uL de volumen de los
tratamientos en oscuridad. Valores promedio y desviacién estdndar de los porcentajes de
inhibicién en experimentos por triplicado.
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Figura 8. Inhibicion de DPPH por extracto metandélico de la semilla de 7. cacao. Porcentaje
de inhibicién de 0.0546 mg de DPPH (1950 puL) con tiempo de incubacién de 20 min con 50 pL.
de volumen de los tratamientos en oscuridad. Valores promedio y desviacion estidndar de los
porcentajes de inhibicién en experimentos por triplicado.
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Figura 9. Inhibicién de DPPH por extracto acetato de etilo de la semilla de O. engelmannii.
Porcentaje de inhibicién de 0.0546 mg de DPPH (1950 pL) con tiempo de incubacién de 20 min
con 50 uL. de volumen de los tratamientos en oscuridad. Valores promedio y desviacién estandar
de los porcentajes de inhibicién en experimentos por triplicado.
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Figura 10. Inhibiciéon de DPPH por extracto metandlico de la semilla de O. engelmannii.
Porcentaje de inhibicién de 0.0546 mg de DPPH (1950 uL) con tiempo de incubacién de 20 min
con 50 uL. de volumen de los tratamientos en oscuridad. Valores promedio y desviacion estdndar
de los porcentajes de inhibicidn en experimentos por triplicado.
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Figura 11. Inhibiciéon de DPPH por extracto acetato de etilo de la semilla de C. imbricata.
Porcentaje de inhibicién de 0.0546 mg de DPPH (1950 pL) con tiempo de incubacién de 20 min
con 50 pL de volumen de los tratamientos en oscuridad. Valores promedio y desviacion estandar
de los porcentajes de inhibicién en experimentos por triplicado.
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Figura 12. Inhibicion de DPPH por extracto metanélico de la semilla de C. imbricata.
Porcentaje de inhibicién de 0.0546 mg de DPPH (1950 uL) con tiempo de incubacién de 20 min
con 50 uL. de volumen de los tratamientos en oscuridad. Valores promedio y desviacion estdndar
de los porcentajes de inhibicidn en experimentos por triplicado.
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Figura 13. Inhibicion de DPPH por extracto acetato de etilo de la raiz de 1. sonorae.
Porcentaje de inhibicién de 0.0546 mg de DPPH (1950 uL) con tiempo de incubacién de 20 min
con 50 uL. de volumen de los tratamientos en oscuridad. Valores promedio y desviacién estdndar
de los porcentajes de inhibicidn en experimentos por triplicado.
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Figura 14. Inhibicién de DPPH por extracto metanoélico de la raiz de I. sonorae. Porcentaje
de inhibicién de 0.0546 mg de DPPH (1950 uL) con tiempo de incubacién de 20 min con 50 pL.
de volumen de los tratamientos en oscuridad. Valores promedio y desviacidn estindar de los
porcentajes de inhibicién en experimentos por triplicado.

7.4 Inhibicion de la a-glucosidasa

Se evaluo la actividad antihiperglicemiante de los extractos de las plantas en estudio in
vitro por el método de la inhibicién de la a-glucosidasa a 200 ug/mL y se obtuvieron las
curvas de inhibiciéon de los compuestos activos. Los resultados mostraron que los
extractos que presentaron actividad inhibitoria fueron seis. De la penca de C. imbricata,
el extracto hexdnico inhibi6 el 94.57% de la enzima, de la semilla de O. engermanni, los
extractos de acetato de etilo y metandlico inhibieron el 18.34% y el 93.59%
respectivamente, Para la semilla C. imbricata el extracto de acetato de etilo inhibi6 el
38.45%, de la semilla de T. cacao los extractos de acetato de etilo y metandlico
inhibieron el 95.79% y el 95.92%, respectivamente, mientras acarbosa inhibié el
18.77%. Los otros 18 extractos no mostraron tener una actividad inhibitoria

significativa,

Para los seis tratamientos que presentaron la actividad inhibitoria de la a-glucosidasa se

obtuvo su ICs, el cual fue menor al de la acarbosa (control positivo), un farmaco
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utilizado para tratar la diabetes mellitus tipo 2. En la Figura 15 se presentan los

resultados obtenidos.
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Figura 15. Porcentaje de inhibicion de la a-glucosidasa (25 mL, 0.1 unidades/ml; 15 min de
incubacion a 35 °C) por los diferentes extractos a 200 ug/mL en 10 min de tiempo de
reaccion con 50 mL PNGP a mM/mL. Promedios y desviacion estdndar de los tratamientos en
experimentos por triplicado. Literales diferentes indican diferencias estadisticas significativas
entre los tratamientos (p < 0.05). Acarbosa: Control positivo, Vehiculo: DMSO; Sustrato: PNGP
(4-Nitrophenyl B-D-glucopyranoside). H: extracto hexanico, D: extracto diclorometanico, A:
extracto acetato de etilo, M: extracto metandlico, Oe: O. engelmannii, Ci: C. imbricata, TC:
Theobroma cacao, Is: Ibervillea sonorae, C: cladodio, S: semilla, R: raiz
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Figura 16. Curva de porcentaje de inhibicion de 25 pL. de a-glucosidasa (0.1 unidades/mL.)
incubada durante 15 min a 35 °C, por diferentes concentraciones de acarbosa (ug/mL) con
10 min de tiempo de reaccion con 50 uL PNGP (2 mM/mL) y detenido con 50 mL 0.2 M de
NaCQ;. Promedios y desviacion estdndar de los valores de los tratamientos en experimentos por
triplicado. Se encontraron diferencias significativas entre todos los tratamientos (ANOVA,
Tukey, P<0.05).
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Figura 17. Curva de porcentaje de inhibicion de 25 puL. de o-glucosidasa (0.1 unidades/mL)
incubada durante 15 min a 35 °C, por diferentes concentraciones (ug/mL) del extracto
hexanico del cladodio de C. imbricata con 10 min de tiempo de reaccién con 50 uL. PNGP (2
mM/mL) y detenido con 50 mL 0.2 M de NaCOQOs. Promedios y desviacion estandar de los
valores de los tratamientos en experimentos por triplicado. Se encontraron diferencias
significativas entre todos los tratamientos (ANOVA, Tukey, P<0.05).
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Figura 18. Curva de porcentaje de inhibicion de 25 pL de o-glucosidasa (0.1 unidades/mL)
incubada durante 15 min a 35 °C, por diferentes concentraciones (ug/mL) del extracto
acetato de etilo de la semilla de O. engelmannii con 10 min de tiempo de reacciéon con 50 pL
P NGP (2 mM/mL) y detenido con 50 mL 0.2 M de NaCQj3. Promedios y desviacion estandar
de los valores de los tratamientos en experimentos por triplicado. Se encontraron diferencias
significativas entre todos los tratamientos (ANOVA, Tukey, P<0.05).
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Figura 19. Curva de porcentaje de inhibicion de 25 pL de a-glucosidasa (0.1 unidades/mL.)
incubada durante 15 min a 35 °C, por diferentes concentraciones (ug/mL) del extracto
acetato de etilo de la semilla de C. imbricata con 10 min de tiempo de reaccion con 50 uL
PNGP (2 mM/mL) y detenido con 50 mL 0.2 M de NaCQj;. Promedios y desviacién estandar
de los valores de los tratamientos en experimentos por triplicado. Se encontraron diferencias
significativas entre todos los tratamientos (ANOVA, Tukey, P<0.05).
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Figura 20. Curva de porcentaje de inhibicion de 25 pL de a-glucosidasa (0.1 unidades/mL)
incubada durante 15 min a 35 °C, por diferentes concentraciones (ug/mL) del extracto
metanélico de la semilla de O. engelmannii con 10 min de tiempo de reacciéon con 50 pL
PNGP (2 mM/mL) y detenido con 50 uL 0.2 M de NaCO;. Promedios y desviacién estandar
de los valores de los tratamientos en experimentos por triplicado. Se encontraron diferencias
significativas entre todos los tratamientos (ANOVA, Tukey, P<0.05).
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Figura 21. Curva de porcentaje de inhibicion de 25 pL. de a-glucosidasa (0.1 unidades/mL)
incubada durante 15 min a 35 °C, por diferentes concentraciones (ug/mL) del extracto
acetato de etilo de la semilla de 7. cacao con 10 min de tiempo de reaccién con 50 pL. PNGP
(2 mM/mL) y detenido con 50 pL. 0.2 M de NaCO;. Promedios y desviacién estandar de los
valores de los tratamientos en experimentos por triplicado. Se encontraron diferencias
significativas entre todos los tratamientos (ANOVA, Tukey, P<0.05).
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Figura 22. Curva de porcentaje de inhibicion de 25 uL de a-glucosidasa (0.1 unidades/mL)
incubada durante 15 min a 35 °C, por diferentes concentraciones (ug/mL) del extracto
metanoélico de la semilla de T. cacao con 10 min de tiempo de reaccién con 50 u. PNGP (2
mM/mL) y detenido con 50 pL. 0.2 M de NaCOQ;. Promedios y desviacién estandar de los
valores de los tratamientos en experimentos por triplicado. Se encontraron diferencias
significativas entre todos los tratamientos (ANOVA, Tukey, P<0.05).

7.4 Ensayos in vivo

7.4.1 Toxicidad a corto plazo en ratones Balb/c

Los estudios de toxicidad aguda, siguiendo la metodologia descrita anteriormente,
revelaron que la administracion de los extractos de C. imbricata, T. cacao y O.
engelmannii a una dosis tnica de 250, 500 y 1000 mg/Kg, no mostraron letalidad ni
reacciones adversas hasta el final del periodo de estudio, en ninguno de los cuatro

ratones Balb/c tratados con dichos extractos al final de cada experimento realizado.

7.4.2 Estudio de hipoglucemia a corto plazo en ratones Balb/c normoglucémicos

La administracion oral de 10 mg/Kg de glibenclamida a los ratones normoglucémicos,
causo el efecto hipoglicémico de manera significativa reduciendo los niveles de glucosa
en un 29.6% en comparacion con el control negativo, mientras que la administracién de

los extractos a 300 mg/Kg de C. imbricata, T. cacao y O. engelmannii causaron la
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reduccion de los niveles de glucosa en un 15.3%, 19.7% y 15.3% respectivamente en el
drea bajo la curva, pero ninguno de los extractos probados causé una reduccién igual o
mayor que la administracién de 10 mg/kg de glibenclamida. En la figura 23 se presentan

los resultados obtenidos del drea bajo la curva de dicho experimento.
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Figura 23. Area bajo la curva de los niveles de glucosa de los ratones Balb/C
normoglucémicos con los diferentes tratamientos administrados con una dosis tnica.
Promedios y desviacién estdndar de los valores de los tratamientos en los experimentos por
triplicado. Literales diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos (ANOVA, TUKEY, p < 0.05). Glibenclamida: Control positivo, Vehiculo: Agua,
A: extracto acetato de etilo, M: extracto metandlico, Oe: Opuntia engelmannii, Ci:
Cylindropuntia imbricata, TC: Theobroma cacao, S: semilla.

7.4.3 Estudio de hipoglucemia a corto plazo en ratones Balb/c diabéticos inducidos
por STZ

La administracion oral de 10 mg/Kg de glibenclamida a los ratones diabéticos inducidos
por STZ, causé el efecto hipoglicémico de manera significativa reduciendo los niveles
de glucosa en un 41.5% en comparacién con el control negativo en el 4rea bajo la curva,
mientras que la administracién de los extractos a 300 mg/Kg de C. imbricata, T. cacao y
O. engelmannii causé la reduccion de los niveles de glucosa en un 14.4%, 38.2% vy
24.4% respectivamente en el drea bajo la curva. De los extractos probados, sélo el

extracto de O. engelmannii present6 un efecto hipoglicémico similar a la glibenclamida,
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por otro lado, el extracto de 7. cacao mostré tener un buen efecto hipoglucémico pero
menor que el de la glibenclamida. Sin embargo, el extracto con C. imbricata mostro
tener menor efecto hipoglucémico, debido a que presenta una diferencia no significativa
con el control negativo. En la figura 24 se presentan los resultados obtenidos del drea

bajo la curva de dicho experimento.
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Figura 24. Area bajo la curva de los niveles de glucosa de los ratones Balb/C diabéticos
inducidos por STZ por los diferentes tratamientos administrados con una dosis tnica.
Promedios y desviacién estdndar de los valores de los tratamientos en los experimentos por
triplicado. Literales diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos (ANOVA, TUKEY, p < 0.05). Glibenclamida: Control positivo, Vehiculo: Agua,
A: extracto acetato de etilo, M: extracto metandlicos, Oe: O. engelmannii; Ci, .Cimbricata, TC:
T. cacao, S: semilla.

7.4.4 Prueba oral de tolerancia al almidon en ratones Balb/c normoglucémicos

La administracion oral de 15 mg/Kg de acarbosa a los ratones normoglucémicos, causo
el efecto antihiperglicemiante de manera significativa reduciendo el pico hiperglicémico
de los niveles de glucosa, después de la administraciéon de 3000 mg/kg de almidén en los
ratones, en un 27.9% en comparacion con el control negativo. De manera similar, la
administracion de los extractos a 300 mg/Kg de C. imbricata, T. cacao 'y O. engelmannii
también causoé la reduccion de los niveles de glucosa después de que los ratones se les

administrara 3000 mg/kg de almidén en un 27.5%, 24.8% y 16.8% respectivamente en el
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area bajo la curva, incluso siguiendo con este patrén, la administracion de los extractos a
150 mg/Kg de C. imbricata, T. cacao 'y O. engelmannii siguié causando reduccion de los
niveles de glucosa después de que los ratones se les administrara de 3000 mg/kg de
almidoén en un 39.7%, 26.7% y 23.35% respectivamente en el drea bajo la curva. En la

figura 25 se presentan los resultados obtenidos de dicho experimento.
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Figura 25. Area bajo la curva de los niveles de glucosa de los ratones Balb/C
normoglucémicos tratados por los diferentes tratamientos los cuales fueron administrados
previamente y después se les administro 3000 mg/kg de almidén. Promedios y desviacién
estindar de los valores de los tratamientos en los experimentos por triplicado. Literales
diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (ANOVA,
TUKEY, p <0.05). Acarbosa: Control positivo, Vehiculo: Agua, A: extracto acetato de etilo, M:
extracto metandlicos, Oe: O. engelmannii, Ci: C. imbricata, TC: T. cacao, S: semilla.

7.4.5 Prueba oral de tolerancia a la sacarosa en ratones Balb/c normoglucémicos

La administracién oral de 15 mg/Kg de acarbosa a los ratones normoglucémicos, causé
el efecto antihiperglicemiante de manera significativa reduciendo el pico hiperglicémico
de los niveles de glucosa, después de la administracion de 3000 mg/Kg de sacarosa, en
un 18.8% en comparacion con el control negativo en el area bajo la curva. De manera
similar, la administracion de los extractos a 300 mg/Kg de C. imbricata, T. cacao 'y O.
engelmannii también causo la reduccién de los niveles de glucosa después de que los

ratones se les administraran 3000 mg/kg de sacarosa en un 28.4%, 39.2% y 28.8%
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respectivamente en el drea bajo la curva, incluso siguiendo con este patrén, la
administracion de los extractos a 150 mg/Kg de C. imbricata, T. cacao y O. engelmannii
siguié causando reduccion de los niveles de glucosa después de que los ratones de les
administrara de 3000 mg/kg de sacarosa en un 13.2%, 23.0% y 27.9% respectivamente
en el drea bajo la curva. En la figura 26 se presentan los resultados obtenidos del area

bajo la curva dicho experimento.
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Figura 26. Area bajo la curva de los niveles de glucosa de los ratones Balb/C
normoglucémicos tratados por los diferentes tratamientos los cuales fueron administrados
previamente y después se les administro 3000 mg/kg de sacarosa. Promedios y desviacion
estindar de los valores de los tratamientos en los experimentos por triplicado. Literales
diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (ANOVA,
TUKEY, p < 0.05). Acarbosa: Control positivo, Vehiculo: Agua, A: extracto acetato de etilo,
M: extracto metandlico, Oe: O engelmannii, Ci: C imbricata, TC: T, cacao; S: semilla.

7.4.6 Prueba oral de tolerancia al almidon en ratones Balb/c diabéticos inducidos
por STZ

La administracion oral de 15 mg/Kg de acarbosa a los ratones diabéticos inducidos por
STZ, causé un efecto antihiperglicemiante de manera significativa reduciendo el pico
hiperglicémico de los niveles de glucosa después de la administracién de 3000 mg/kg de
almidén en un 30.2% en comparacién con el control negativo en el drea bajo la curva.
De manera similar, la administracién de los extractos a 300 mg/Kg de T. cacao y O.

engelmannii también causo la reduccion de los niveles de glucosa después de que los
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ratones se les administrara 3000 mg/Kg de almidéon en un 363% y 21.6%
respectivamente en el drea bajo la curva, incluso la administracién de los extractos a 150
mg/Kg de T. cacao y O. engelmannii sigui6 causando reducciéon de los niveles de
glucosa después de que los ratones se les administrara de 3000 mg/kg de almidén en un
20.9% y 8.8% respectivamente en el area bajo la curva. En la figura 27 se presentan los

resultados obtenidos del drea bajo la curva dicho experimento.
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Figura 27. Area bajo la curva de los niveles de glucosa de los ratones Balb/C diabéticos
inducidos por STZ por los diferentes tratamientos los cuales fueron administrados
previamente y después se les administro 3000 mg/kg de Almidén. Promedios y desviacion
estindar de los valores de los tratamientos en los experimentos por triplicado. Literales
diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (ANOVA,
TUKEY, p <£0.05). Acarbosa: Control positivo, Vehiculo: Agua, A: extracto acetato de etilo, M:
extracto metanodlico, Oe: O. engelmannii, Ci: C. imbricata, TC: T. cacao, S: semilla.

7.4.7 Prueba oral de tolerancia a la sacarosa en ratones Balb/c diabéticos inducidos
por STZ

La administracién oral de 15 mg/Kg de acarbosa a los ratones diabéticos inducidos por
STZ, causé un efecto antihiperglicemiante de manera significativa reduciendo el pico
hiperglicémico de los niveles de glucosa después de la administracion de 3000 mg/kg de
sacarosa en un 24.4% en comparacion con el control negativo en el drea bajo la curva.
De manera similar, la administracion de los extractos a 300 mg/Kg de T. cacao y O.

engelmannii también causé la reduccidn de los niveles de glucosa después de que los
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ratones se les administrara 3000 mg/Kg de sacarosa en un 15.82% y 33.87%
respectivamente en el drea bajo la curva en comparacién con el control negativo. Sin
embargo, la administracion de los extractos a 150 mg/Kg de C. imbricata, T. cacao y O.
engelmannii no caus6 una reduccion de los niveles de glucosa de manera significativa
después de que los ratones se les administraran 3000 mg/Kg de sacarosa en el drea bajo
la curva en comparacion con el control negativo. En la figura 28 se presentan los

resultados obtenidos del drea bajo la curva dicho experimento.
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Figura 28. Area bajo la curva de los niveles de glucosa de los ratones Balb/C diabéticos
inducidos por STZ por los diferentes tratamientos los cuales fueron administrados
previamente y después se les administro 3000 mg/kg de sacarosa. Promedios y desviacion
estindar de los valores de los tratamientos en los experimentos por triplicado. Literales
diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos (ANOVA,
TUKEY, p <0.05). Acarbosa: Control positivo, Vehiculo: Agua, A: extracto acetato de etilo, M:
extracto metandlico, Oe: O. engelmannii, Ci: C. imbricata, TC: T. cacao, S: semilla.

7.4.8 Efecto hipoglicemiante de largo plazo en ratones Balb/c diabéticos inducidos

por STZ tratados por los diferentes tratamientos por 4 semanas

La administracion oral diaria, por 4 semanas, de 10 mg/Kg de glibenclamida a los
ratones diabéticos inducidos por STZ, causé un efecto hipoglicémico de manera

significativa reduciendo los niveles de glucosa en un 44.5% en comparacién con el
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control negativo en el area bajo la curva. De manera similar, la administracién de los
extractos a 300 mg/Kg de C. imbricata, T. cacao 'y O. engelmannii causé la reduccion de
los niveles de glucosa en un 49.7%, 54.0% y 53.5% respectivamente en el drea bajo la
curva, teniendo un efecto hipoglicémico similar a la glibenclamida, pero sin llegar a los
niveles de glucosa de los ratones normoglucémicos, es decir niveles de glucosa
normales. En la figura 29 se presentan los resultados obtenidos del drea bajo la curva

dicho experimento.
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Figura 29. Area bajo la curva de los niveles de glucosa de los ratones Balb/C diabéticos
inducidos por STZ por los diferentes tratamientos administrados diariamente por 4
semanas. Promedios y desviacion estandar de los valores de los tratamientos en los
experimentos por triplicado. Literales diferentes indican diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos (ANOVA, TUKEY, p < 0.05). Glibenclamida: Control
positivo, Vehiculo: Agua, A: extracto acetato de etilo, M: extracto metandlico, Oe: O.
engelmannii; Ci, C. imbricata, TC: T. cacao. S: semilla.

7.4.9 Prueba oral de tolerancia a la glucosa en ratones Balb/c diabéticos inducidos
por STZ tratados por los diferentes tratamientos por 4 semanas

La administracion oral diaria, por 4 semanas, de 10 mg/Kg de glibenclamida a los
ratones diabéticos inducidos por STZ, causé un efecto antihiperglicémico de manera
significativa reduciendo los niveles de glucosa en un 64.52% en comparacion con el
control negativo después de la administraciéon de 2000 mg/Kg de glucosa en el 4rea bajo
la curva. De manera similar, la administracién de los extractos a 300 mg/Kg de C.

imbricata, T. cacao y O. engelmannii causo la reduccion de los niveles de glucosa en un
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43.9%, 64.9% y 60.9% respectivamente en el area bajo la curva, teniendo un efecto
hipoglicémico similar a la glibenclamida, la cual mostré tener un efecto similar a los
ratones normoglucémicos que se les administré 2000 mg/Kg de glucosa. En la figura 30

se presentan los resultados obtenidos del 4rea bajo la curva dicho experimento.
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Figura 30. Area bajo la curva de los niveles de glucosa de los ratones Balb/C diabéticos
inducidos por STZ por los diferentes tratamientos administrados diariamente por 4
semanas; los diferentes tratamientos fueron administrados previamente y después se les
administro 2000 mg/kg de sacarosa. Promedios y desviacién estindar de los valores de los
tratamientos en los experimentos por triplicado. Literales diferentes indican diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos (ANOVA, TUKEY, p < 0.05). Glibenclamida:
Control positivo, Vehiculo: Agua, A: extracto acetato de etilo, M: extracto metandlicos, Oe: O.
engelmannii, Ci: C.imbricata, TC: T. cacao, S: semilla.

7.4.10 Efecto de largo plazo en los niveles de colesterol y triglicéridos en ratones
diabéticos inducidos por STZ tratados por los diferentes tratamientos por 4
semanas

La administracién oral diaria, por 4 semanas, de 10 mg/Kg de glibenclamida a los
ratones diabéticos inducidos por STZ, causé el efecto antihipercolesterolémico de
manera significativa reduciendo los niveles de colesterol en un 411.3% en comparacion
con el control negativo (vehiculo), ademds la administracion de los extractos a 300
mg/Kg de C. imbricata, T. cacao y O. engelmannii causé la reduccién de los niveles de
colesterol en un 416.4%, 396.0% y 358.3% en comparacién con el control negativo
(vehiculo), teniendo un efecto hipoglicémico similar a la glibenclamida. Lo que

corresponde a una reduccion del nivel de colesterol del 80.4% para la glibenclamida,

54



80.6% para C. imbricata, 79.8% para T. cacao y 78.2% para O. engelmannii. En la

figura 31 se presentan los resultados obtenidos de dicho experimento.
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Figura 31. Nivel de colesterol de los ratones Balb/C diabéticos inducidos por STZ por los
diferentes tratamientos administrados en una dosis diaria por 4 semanas. Promedios y
desviacioén estdndar de los valores de los tratamientos en los experimentos por cuadriplicado.
Literales diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos
(ANOVA, TUKEY, p < 0.05). Glibenclamida: Control positivo, Vehiculo: Agua, A: extracto
acetato de etilo, M: extracto metandlicos, Oe: O. engelmannii, Ci: C. imbricata, TC: T. cacao, S:
semilla.

La administracién oral diaria, por 4 semanas, de 10 mg/Kg de glibenclamida a los
ratones diabéticos inducidos por STZ, causé un efecto hipertrigliceridémico de manera
significativa reduciendo los niveles de triglicéridos en un 113.7% en comparacién con el
control negativo (vehiculo), ademds la administracion de los extractos a 300 mg/Kg de
C. imbricata y T. cacao causé la reduccion de los niveles de triglicéridos en un 135.1%
y 224.0% en comparacion con el control negativo (vehiculo), teniendo un efecto
hipoglicémico similar a la glibenclamida. Por otro lado, los extractos de C. imbricata 'y
T. cacao, redujo los triglicéridos a nivel menor que la glibenclamida. Lo que
corresponde a una reduccion del nivel de triglicéridos del 53.2% para la glibenclamida,
57.5% para C. imbricata, 69.1% para T. cacao y 38.1% para O. engelmannii. En la

figura 32 se presentan los resultados obtenidos de dicho experimento.
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Figura 32. Niveles de Triglicéridos de los ratones Balb/C diabéticos inducidos por STZ con
los diferentes tratamientos administrados una dosis diaria durante 4 semanas. Promedios y
desviacioén estandar de los valores de los tratamientos en los experimentos por cuadriplicado.
Literales diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos
(ANOVA, TUKEY, p < 0.05). Glibenclamida: Control positivo, Vehiculo: Agua, A: extracto
acetato de etilo, M: extracto metandlicos, Oe: O. engelmannii, Ci: C. imbricata, TC: T. cacao, S:
semilla.

7.4.11 Efecto de largo plazo en el nivel de insulina en ratones diabéticos inducidos
por STZ tratados por los diferentes tratamientos por 4 semanas

La administracion oral diaria, por 4 semanas, de 10 mg/Kg de glibenclamida a los
ratones diabéticos inducidos por STZ, causé un efecto insulinotrépico ya que aumentd
los niveles de insulina significativamente en un 21.84% en comparacion con el control
negativo, ademds la administracion del extracto a 300 mg/Kg de T.cacao causé el
aumento de los niveles de insulina en un 40.90%, teniendo un mejor efecto a la
glibenclamida, mientras que los extractos de C. imbricata y O.engelmannii no
aumentaron los niveles de insulina en forma significativa. En la figura 32 se presentan

los resultados obtenidos de dicho experimento.
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Figura 33. Nivel de insulina de los ratones Balb/C diabéticos inducidos por STZ con los
diferentes tratamientos administrados una dosis diaria durante 4 semanas. Promedios y
desviacidn estdndar de los valores de los tratamientos en los experimentos por cuadriplicado.
Literales diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos
(ANOVA, TUKEY, p < 0.05). Glibenclamida: Control positivo, Vehiculo: Agua, A: extracto
acetato de etilo, M: extracto metandlicos, Oe: O. engelmannii, Ci: C. imbricata, TC: T. cacao, S:
semilla.
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8. DISCUSION

En el tamizaje fitoquimico el extracto metandlico de la penca de C. imbricata hay una
gran diversidad de grupos de moléculas donde estin presentes los flavonoides, los cuales
son un sub grupo de fenoles. Lee et al., (2002) encontré que los extractos etandlicos de
la penca de Opuntia ficus-indica var. Saboten tenian una alta cantidad de fenoles y
atribuyé que la actividad antioxidante se debia a la presencia de flavonoides en el
extracto de O. ficus-indica. Considerando la penca de C. imbricata, que posee el mismo
género, la misma parte y es un extracto muy similar a O. ficus-indica podria presentar
caracteristicas similares en la presencia de flavonoides. Cabe destacar que los extractos
de acetato de etilo de las semillas de C. imbricata y O. engelmannii y el extracto
metandlico de la semilla de O. engelmannii mostraron que tienen presentes los
flavonoides en las pruebas fitoquimicas, asi mismo, mostraron actividad anti oxidante,
sin embargo los extractos de la penca de O. engelmannii no mostraron tener el efecto

inhibitorio del DPPH.

Ademds, estos mismos extractos mostraron tener presentes los carbohidratos e
insaturaciones donde el género de opuntia ha mostrado tener actividad inhibitoria contra
el DPPH. En el estudio de Qiu et al., (2002) se observéd actividad antioxidante en los
extractos metandlicos de la penca de Opuntia dillenii. Las moléculas presentes para
detectar dicha actividad son del tipo glucésidos, las cuales tienen en sus constituyentes
los grupos carbohidratos e instauraciones. Los extractos polares de las semillas
estudiadas presentaron actividad antioxidante, debido a la presencia de los componentes
similares a los encontrados en el estudio anterior, bajo esta premisa, se podria suponer
que existe una posibilidad de presencia de moléculas similares con propiedades
antioxiodantes en los extractos aun si difieren las partes utilizadas bajo estudio, es decir,

semillas y pencas.

Por otro lado, a medida en que se va incrementando la polaridad en los extractos
extraidos de 1. sonorae, se observo que una mayor cantidad de grupos de moléculas eran
extraidos y se observo que los extractos polares eran los que presentaban la actividad

antioxidante. Dicha actividad fue mayor en el extracto de acetato de etilo, en el extracto
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metandlico esta fue En base a los resultados obtenidos, se considera que las saponinas o
los glucdsidos extraidos son los responsables de la toxicidad del extracto metandlico, ya

que estas moléculas no se encontraron presentes en el extracto de acetato de etilo.

Del mismo modo, los extractos de acetato de etilo y metandlico de 7. cacao mostraron la
actividad de inhibir el DPPH, esta fue mayor en el extracto metandlico. Hatano et al.,
(2002) analiz6 que el licor de cacao posee moléculas con grupos de polifenoles, los
cuales posefan la propiedad de inhibir el DPPH. En base a lo anterior, se estima que este
tipo de moléculas estdn presentes en la semilla de 7. cacao, no fermentado, similar a los
resultados obtenidos de los licores de cacao con presencia de grupos polifendlicos en los

extractos de acetato de etilo y metandlicos.

Por otro lado, los extractos de acetato de etilo y metandlico de la semilla de 7. cacao
presentaron efecto de inhibir la a-glucosidasa demostrando que en los extractos polares
existen moléculas con efecto antihiperglicemiante. En el estudio de Yamashita et al.,
(2012) se prob6 que el licor de T. cacao contenia moléculas responsables del efecto
inhibitorio de la a-glucosidasa, estas moléculas eran del tipo procianidinas. En base a los
resultados obtenidos en el estudio anterior con el Licor, y en la semilla de 7. cacao sin
fermentar, en los extractos mds polares (Acetato de etilo y metandlicos) mostraron

grupos funcionales que forman las procianidinas.

Del mismo modo, los extractos de acetato de etilo de las semillas de O. engelmanni'y C.
imbricata, asi como el extracto metandlico de la semilla de O. engelmanni mostraron un
efecto inhibitorio de la a-glucosidasa, estos revelaron la presencia de flavonoides, los
cuales podrian tener una accion terapéutica, como en este caso el de inhibir la a-
glucosidasa, y el DPPH. Se ha estudiado a los flavonoides como posibles estructuras con
efectos terapéuticos (Di Carlo et al., 2012). Por el contrario, el extracto hexédnico de la
penca de C. imbricata si presentd actividad inhibitoria contra la a-glucosidasa, pero no
mostré tener flavonoides en las pruebas fitoquimicas, y es un extracto apolar, por lo que

se le atribuiria su efecto a otro tipo de moléculas distintas a los demds extractos.

En los resultados obtenidos acerca de la viabilidad celular de las plantas estudiadas, se
puede observar que 22 de los 24 extractos no presentaron toxicidad significativa a 200

ug/mL y los otros 2 el extracto de acetato de etilo de la semilla de C. imbricata y
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metandlico de I. sonorae presentaron una toxicidad baja de 13.01% y alta de 94.47%

respectivamente.

Los extractos de acetato de etilo de C. imbricata y O. engelmannii mostraron una
inhibicion de la a-glucosidasa de 222 ug/mL y 373 ug/mL respectivamente y ambos
presentaron actividad antioxidante con una ICsy de 45 pg/mL y 18 pg/mL
respectivamente. Lo que significa que al menos el extracto de acetato de etilo de la
semilla de C. imbricata es seguro y efectivo a esta concentracion como un inhibidor de
la a-glucosidasa. Debido a que este extracto fue probado 200 ug/mL y presenté una
toxicidad in vitro en las células BI6F10 del 13.01%, lo cual es un nivel bajo, con una
ICsy de 222 pg/mL, como inhibidor de la a-glucosidasa; con una Clsy de 43 pg/mL
como inhibidor del DPPH, actuando éste extracto con actividad dual como un inhibidor

de la a-glucosidasa y DPPH y con baja toxicidad.

Por otro lado, el extracto de acetato de etilo de la semilla de O. engelmannii, presentd
baja toxicidad y mostré actividad antioxidante a una dosis segura, con una ICsy de
43ug/mL como inhibidor del DPPH; sin embargo el extracto metandlico de la misma
planta mostré una ICsy de 77 ug/mL como inhibidor de la a-glucosidasa y una ICsy de
16 pg/mL como inhibidor del DPPH, con esto el extracto metandlico es mas prometedor
para futuras investigaciones in vivo. Ademas, el extracto metandlico de la raiz de I
sonorae no mostrd, inhibicion de la a-glucosidasa, a 200 pg/mL y como inhibidor del
DPPH presento una ICsy de 182 pg/mL. Sin embargo, este extracto presentd una DLs, de
77 ug/mL ubicdndolo como muy téxico. En cambio, el extracto de acetato de etilo de la
raiz I. sonorae mostr6 tener un ICso de 51 pg/mL como inhibidor del DPPH pero no
mostr6 ninguna actividad contra la a-glucosidasa, no téxico con una actividad relevante

como antioxidante.

Finalmente, el extracto hexdnico de la penca de C. imbricata, el extracto metandlico de
O. engelmannii y los extractos de acetato de etilo y metandlicos de 7. cacao mostraron
actividad de ser inhibidores de la a-glucosidasa y tener sus ICsp a concentraciones
menores de 200 pg/mL no son téxico, mientras que el resto de los 18 extractos
mostraron ser seguros a 200 pg/mL no mostraron tener actividad contra la o-

glucosidasa. En lo que concierne de su actividad antioxidante, 7 de los 24 extractos
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mostraron tener un ICsy de inhibicién del DPPH a concentraciones menores de 200
pug/mL; de los cuales 6 mostraron tener su ICsy de inhibiciéon del DPPH a
concentraciones que no fueron toxicas en las células B16F10 exceptuando al extracto de

la raiz de I. sonorae.

Bayar et al., (2016) evaluaron la actividad antioxidante de tres polisacaridos extraidos de
los cladodios de Opuntia ficus indica los cuales mostraron ser agentes inhibidores del
DPPH y por lo tanto tener propiedades antioxidantes siguiendo el patréon del genero
Opuntia. Mientras que los extractos de acetato de etilo y metandlico de la semilla de C.
imbricata y de la semilla de O. engelmannii mostraron tener actividad antioxidante al
inhibir el DPPH y los extractos de las pencas de ambas especies no mostraron tener

dicho efecto.

Por otro lado, Hatano et al., (2002) probaron que de las fracciones polares purificadas de
extractos de licor de T. cacao, que eran glucdsidos “Proanthocyanidin” y compuestos
fendlicos relacionados, 11 de esos 17 compuestos mostraron tener actividad antioxidante
al inhibir el DPPH. Debido a que el extracto metandlico de T. cacao mostr6 tener dicha
actividad, podria ser que se encuentren este mismo tipo de moléculas, sin embargo, el
extracto estudiado se obtuvo por extraccién continua de la semilla de 7. cacao sin
procesar a diferencia del licor. Cabe destacar que en las pruebas fitoquimicas, este
extracto mostré presencia de moléculas de la familia de los flavonoides, mientras que en
los extractos no polares no mostré tener actividad inhibitoria del DPPH, este tipo de
moléculas solo estdn presentes en el extracto mds polar de la semilla de 7. cacao,
confirmando asi que son moléculas polares las que presentan el efecto inhibitorio del

DPPH.

Finalmente, el extracto de acetato de etilo de la raiz de I sonorae demostrd tener
capacidad antioxidante con un ICsy de inhibicién del DPPH menor a la concentracién no
téxica probada en las células B16F10. Por lo que, este extracto mostré ser seguro in vitro
a diferencia del extracto metandlico de la raiz de I.sonorae, que mostré tener actividad
antioxidante, pero a concentraciones que fueron toxicas en las células B16F10. Ademas,
se probd que en este extracto hay moléculas con capacidad antioxidante en la fracciones

polares, sin embargo, no se encontraron estudios que muestren que la planta tenga esta
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capacidad de ser inhibidor del DPPH por lo que este estudio muestra que la planta tiene

potencial como un agente antioxidante.

Respecto a la inhibicion de la a-glucosidasa, los extractos de acetato de etilo y
metanodlicos de las pencas de O. engelmannii y C. imbricata no mostraron esta actividad
similar a los resultados obtenidos por Becerra-Jiménez et al. (2012), los cuales
mostraron que los extractos acuosos de Opuntia streptacantha Lem no presentaron una
actividad relevante inhibitoria de la a-glucosidasa. En este estudio ademads evaluamos el
extracto hexdnico de la penca de C. imbricata revel6 un efecto inhibitorio de la a-
glucosidasa estadisticamente significativo. Comparado con la acarbosa, control positivo,
a 200 pg/mL con una ICsy de 56 pg/mL, siendo mucho menor al de la acarbosa y no fue

toxico sobre las células B16F10.

Por otro lado, Ennouri et al., (2006) realizaron un estudio in vivo con la semilla Opuntia
ficus indica en ratas Wistar, la cual tuvo un efecto reductor de la glucosa sérica en las
ratas. La semilla fue administrada en una dieta continua por 63 dias, mostrando que no
es toxica. Similar a este resultado, en el experimento in vitro se encontré que el extracto
de la semilla de acetato de etilo de C. imbricata y el extracto metandlico de la semilla de
O. engelmannii mostraron tener un efecto antidiabético, al inhibir la a-glucosidasa con
un ICsp de 222 ug/mL y 77 pg/mL respectivamente y no ser toxicos en la linea celular
evaluada. Estos extractos poseian el efecto reductor de la glucosa y no sélo prevenir la
elevacion postprandial de la glucosa, suponiendo que los resultados obtenidos con
Opuntia ficus indica serian similares a los resultados obtenidos con el mismo género y
parte de planta, obteniendo resultados similares. Cabe mencionar que una de las
diferencia entre los estudios de Ennouri et al., (2006) y los llevados a cabo en esta
investigacién, fue que no se administré la semilla completa, s6lo los extractos que

mostraron el mejor potencial antidiabético in vitro.

Adicionalmente, en los estudios in vitro se encontré que los extractos de acetato de etilo
y metandlico de la semilla de 7. cacao poseian la propiedad de inhibir la a-glucosidasa
con mds efectividad que la acarbosa, presentando una ICsy de 85 pg/mL y 20 pg/mL
respectivamente. El extracto metandlico de la semilla de 7. cacao mostré resultados

relevantes en la inhibicion de la a-glucosidasa de los extractos probados,
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adicionalmente, este extracto mostro tener una actividad antioxidante similar a vitamina
E (control positivo), mostrando asi tener una actividad dual en las pruebas in vitro, y no
presento toxicidad sobre las células B16F10 continuando la investigacion en las pruebas
in vivo. A diferencia de los resultados obtenidos por de Oliveira et al., (2015), con
autolizados de cacao, se encontré que el extracto de acetato de etilo y el metandlico
poseian la propiedad de inhibir la a-glucosidasa, esto se le atribuye a la forma de
extraccion, ya que no se removio ningtiin componente de la planta, teniendo un resultado

mads similar al estudio de Bellesia et al. (2014) con el brebaje de cacao.

Se continud la investigacion un modelo in vivo con ratones Balb/c diabéticos solamente
con los extractos de mayor actividad in vitro los cuales son los extractos de las semillas
de semillas C. imbricata, O. engelmannii y T. cacao. Se indujo la diabetes con
estreptozotocina, esta sustancia causa la muerte de las células betas pancredticas por
alquilacién del ADN, es una toxina que estd implicada en la fragmentacion de ADN, asi
como otros efectos deletéreos por medio de la produccion de especies reactivas de
oxigeno (Montilla et al.,, 2004). En base a la revision de la literatura y la
experimentacion en pruebas piloto, se encontré que la dosis Optima de estreptozotocina

era 200 mg/kg de peso corporal, disuelta en buffer de citratos a 0.1 M (pH =4.5).

Para evaluar la toxicidad aguda en el modelo animal se administré una dosis unica a los
grupos de ratones sin previo tratamiento de 250, 500 y 1000 mg/kg. No se observd
mortalidad ni cambios en su comportamiento después de administrar las dosis, por lo

tanto, no presentaron toxicidad y eran seguros para este experimento.

De acuerdo a Etxeberria et al., (2012), las enzimas digestivas mds importantes son: 1) la
a-amilasa, la cual cataliza la hidrdlisis de los enlaces alfa-1,4 glicosidicos de almidén,
amilosa, amilopectina, glucégeno y diversas maltodextrinas y es responsable de la
mayor parte de la digestiéon del almidén en seres humanos y, 2) la a-glucosidasa que
cataliza el paso final del proceso digestivo de los carbohidratos que actian sobre los
enlaces 1,4-alfa y dando como resultado la glucosa. Por lo tanto, la inhibicion de la a-
amilasa y la a-glucosidasa, puede disminuir significativamente el aumento postprandial

de la glucosa en sangre después de una dieta mixta de carbohidratos y puede ser una
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estrategia importante en el manejo del nivel de glucosa en sangre postprandial en
pacientes diabéticos de tipo 2 (Subramanian et al., 2008). Para efectos practicos, la
prueba de la tolerancia oral a la sacarosa se relaciona mds con la inhibicién in vivo de la
a-glucosidasa y la prueba de tolerancia al almid6n se relaciona més con la inhibicién in

vivo de la a-amilasa.

Con la finalidad de evaluar el efecto antihiperglicemiante in vivo se realiz6 la prueba de
la tolerancia oral a la sacarosa en los ratones y se observd que el efecto
antihiperglicémico de los tratamientos en general fue mayor en los ratones
normoglucémicos mds que en los ratones diabéticos inducidos por la estreptozotocina.
Una de las razones por las que se obtuvo el resultado anterior, podria ser debido a que
los ratones normoglucémicos no presentan dafios en el mecanismo de la liberaciéon de
insulina. Por otro lado, se observdé que a mayor dosis existe un mayor efecto anti
hiperglicemiante de los tratamientos; los extractos de O. engelmannii y T. cacao
mostraron efecto, similar al de la acarbosa y el extracto de C. imbricata fue menor que al
de la acarbosa. Por lo que con estos resultados se confirma el efecto in vivo de la
inhibicién de la a-glucosidasa por parte de los dos primeros extractos, confirmando los
resultados obtenidos in vitro, y para el extracto de acetato de etilo de C. imbricata se
confirmod que no mostré tener efecto antihiperglicemiante in vivo como en las pruebas in

vitro.

Para evaluar el efecto antihiperglicemiante in vivo se realizé la prueba de la tolerancia
oral al almidén y se observd que el efecto antihiperglicémico de los tratamientos en
general fue mayor en los ratones normoglucémicos que en los ratones diabéticos
inducidos por la estreptozotocina. La causa podria ser similar a la prueba anterior y se
observé que a mayor dosis, mayor el efecto anti hiperglicemiante de los tratamientos. El
extracto de 7. cacao mostré mayor efecto, similar a la acarbosa, mientras que el extracto
de O. engelmanni fue menor, pero significativo. Por otro lado, a diferencia de la prueba
anterior no se puede asegurar que los extractos estén inhibiendo la a-amilasa, debido a
que el carbohidrato de la amilasa también podria ser degradado por la a-glucosidasa,
pero se especula que si tiene cierta actividad inhibitoria de la a-amilasa ya que ambos
extractos siguieron manteniendo alta la reduccién del pico postprandial después de la

administracién del almidoén, siendo similar a la acarbosa, que segin Kihara, (1997) y
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Poovitha, (2016), es un farmaco inhibidor de las enzimas o—glucosidasa y a-amilasa que
retarda la digestion de los carbohidratos como los almidones, dextrinas, maltosa y
sacarosa que son desdoblados en monosacdridos por estas enzimas y reduce, por lo
tanto, los niveles de glucosa postprandial. Por lo que seria interesante comprobar esta

hipétesis en experimentos in vitro de la inhibicion de la a-amilasa.

Para evaluar la hipoglucemia aguda se realizaron dos experimentos en ratones, el
primero estd relacionado con medir el efecto hipoglucemiante a corto plazo y el segundo
a largo plazo. Para medir el efecto a corto plazo en ratones normoglucémicos se observo
que los extractos de T. cacao, C. imbricata, O. engelmannii a 300 mg/kg mostraron
tener un efecto hipoglicémico menor al de la glibenclamida (control positivo) y no
significativos estadisticamente. Lo cual significa que los extractos pudieran tener un
menor efecto secundario de hipoglicemia en el tratamiento de la diabetes. Sin embargo,
cuando se probaron los mismos extractos a la misma dosis en los ratones diabéticos
inducidos por estreptozotocina, los extractos de 7. cacao 'y O. engelmannii mostraron ser
tan efectivos como la glibenclamida al reducir los niveles de glucosa, mientras que el

extracto de C. imbricata presenté menor efecto.

Para medir el efecto reductor de la glucosa de los extractos y ademds observar el efecto
protector de la elevacion del pico postprandial, eran hipolucemiantes. Se encontré que
los extractos metandlicos de O. engelmannii y T. cacao mostraron tener efecto

determinando asi que los extractos poseen ambos mecanismos de accién antidiabética.

La diabetes se caracteriza por la hiperglucemia junto con alteraciones bioquimicas del
metabolismo de la glucosa y de los lipidos (Karthikeyan er al., 2011), tal elevacién
podria conducir a un mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares (Zhang et al.,
2013). Por lo que el control glucémico estricto combinado con reducciones dirigidas en
la presion arterial y los lipidos del plasma podrian reducir acontecimientos
macrovasculares en pacientes con diabetes (Deedwania et al., 2005). En base a estas
expectativas, en la presente investigacion, se considerd, en el experimento a largo plazo,
la evaluacion de los niveles de colesterol y triglicéridos con el fin de observar si los
extractos estudiados, ademds de ayudar en el control glicémico, presentan efectos

positivos en el control de lipidos y actividad insulinotrépica
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Al analizar los niveles de colesterol, triglicéridos y glucosa en el plasma sanguineo
después de 4 semanas de tratamiento se observO que estos pardmetros aumentaron
significativamente en los ratones diabéticos inducidos por estreptozocina, a diferencia de
los ratones diabéticos tratados con glibenclamida que mostraron reducciones en dichos
niveles. Finalmente, los tratamientos de la glibenclamida y los extractos mostraron una
reduccion significativa del nivel del colesterol, triglicéridos y glucosa en los ratones

diabéticos inducidos por la estreptozotocina.

Al determinar los niveles de insulina en el suero, se pudo observar como los ratones
diabéticos inducidos por estreptozotocina no tratados presentan una disminucién de los
niveles de insulina contra los ratones normoglucémicos sin tratamiento. Incluso, los
ratones diabéticos inducidos por la estreptozocina que fueron tratados con
glibenclamida, mostraron un incremento en sus niveles de insulina, pero no llegaron a
igualar a los ratones normoglucémicos. Ademads, en los ratones diabéticos tratados con
los extractos, solo el tratamiento con 7. cacao presentd resultados significativos,
mostrando un incremento de los niveles de insulina similar a la de la glibenclamida.
Segin Lisson-Abanto et al. (1999), uno de los posibles efectos hipoglucemiantes podria
ser el incremento en la liberacién de insulina en las células beta pancredticas siguiendo
un mecanismo de accién similar a las sulfonilureas como en el caso de la glibenclamida.
Por lo contrario, en el caso de los extractos de O. engelmannii y C. imbricata, mostraron

un incremento en los niveles de insulina pero no fueron significativos.

Ademds, se obtuvo que tanto los ratones normoglucémicos como los diabéticos
inducidos por la estreptozocina, tratados con los extractos o la glibenclamida, mostraron
una mejoria en la tolerancia a la glucosa a diferencia a los ratones diabéticos inducidos
por estreptozocina tratados con el control negativo. Esta mejoria podria estar relacionada
con un incremento en el nivel de insulina, que podria ser efecto de un mecanismo de
accion de los extractos, debido a que estos pueden incrementar la sensibilidad a la
hiperglicemia en células beta que no fueron destruidas por la estreptozocina y estas
células sean las responsables de la liberacion de insulina, siguiendo un mecanismo de
acciéon similar a la glibenclamida. Por otro lado, también otro de sus posibles
mecanismos de accion podria deberse a que los extractos incrementan la sensibilidad de

las células musculares, hepaticas y adipocitos en la captacién de la insulina, siendo
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similar al mecanismo de accién de las tiazolidinedionas, que son farmacos utilizados
para tratar la diabetes. Debido a lo anterior, se recomienda realizar futuras
investigaciones con extractos bioactivos para determinar su posible mecanismo de

accion.
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9. CONCLUSIONES

A partir de la investigacion realizada en los extractos hexdnicos, diclorometandlicos,
acetato de etilo y metandlicos de la raiz de 1. sonorae, en las pencas y semillas de O.

engelmani y C. imbricata, asi como en la semilla 7. cacao se concluyé lo siguiente:

v A partir de los 24 extractos obtenidos de las plantas en estudio se observé una
correlacion positiva entre los compuestos fitoquimicos, la polaridad del solvente
y la actividad bioldgica, presentando mayor actividad los compuestos obtenidos
en solventes polares.

v Veintitrés de los veinticuatro extractos de las plantas en estudio no presentaron
toxicidad en la linea celular B16F10 a concentracién de 200 pg/mL, el dnico
extracto toxico fue el extracto metanodlico de raiz 1. sonorae.

v Los extractos que mostraron actividad antioxidante relevante fueron: acetato de
etilo y metandlico de la semilla de O. engelmannii, acetato etilo de C. imbricata
y metandlico de 7. cacao con una ICs, similar a la vitamina E.

v' Los extractos que presentaron actividad inhibitoria relevante sobre — a-
glucosidasa fueron: Acetato de etilo y metandlico de las semillas de O.
engelmannii, hexdnico del cladodio de C. Imbricata, acetato de etilo de semilla
de C. Imbricata, acetato de etilo y metandlico de 7. Cacao, siendo este ultimo el
de mayor actividad.

v' Los extractos de T. cacao y O. engelmannii no causaron un efecto hipoglicémico
a corto plazo en los ratones normoglucémicos, pero si en ratones diabéticos
aunado a la administracion de almidén y sacarosa. Asi como a largo plazo con la
administracion de sacarosa.

v' Los extractos polares de C. imbricata y T. cacao presentaron un efecto similar a
la glibenclamida (control positivo) en la reduccion de los niveles de colesterol a
largo plazo en ratones diabéticos, por lo que se les considerd que tienen un efecto

anticolesterolémico.
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v" Los extractos polares de C. imbricata y T. cacao disminuyeron los niveles de
triglicéridos, a niveles menores que la glibenclamida (control positivo). El T.
cacao fue significativamente mds activo por lo que se considerd que tiene un
efecto mayor en la reduccion de triglicéridos.

v" Los extractos polares de T. cacao produjeron aumento en los niveles de insulina,
con mayor efecto que la glibenclamida (control positivo), mientras que los
extractos de C. imbricata y O. engelmannii no aumentaron los niveles de insulina

en forma significativa.

En resumen, los extractos polares de las semillas de C. imbricata, T. cacao y O.
engelmannii presentaron los mejores resultados. Estos no presentaron toxicidad, y
ademds presentaron una accion dual antidiabética al ser agentes antihiperglicemiantes,
asi como hipoglucemiantes en los ensayos in vitro e in vivo. Aunado a esto, también,
presentaron actividad antioxidante que puede inhibir o retardar la oxidacién de otras
moléculas, inhibiendo la iniciacién y/o propagacion de las reacciones en cadena de los
radicales libres, relacionadas con el estrés oxidativo de enfermedades cronico
degenerativas, como la diabetes mellitus. Por lo antes mencionado se recomienda
continuar con su estudio como agentes potenciales en los tratamientos o como

coadyuvantes en el control de la diabetes mellitus.
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10. PERSPECTIVAS

Se recomienda continuar con el aislamiento e identificacion de las moléculas de los
extractos activos que presentaron actividad antidiabética, con el fin de poder sintetizarlas
quimicamente, evaluar su actividad in vivo e in vitro, determinar los posibles
mecanismos de accion para poder establecer nuevos tratamientos farmacoldgicos para la
diabetes mellitus.

Por otra parte continuar con investigaciones con efecto antihipercolestirémico de los
extractos activos obtenidos en esta investigacion, que mostraron reducir los niveles de
colesterol y triglicéridos en ratones diabéticos y podrian contribuir a bajar los niveles de

grasas en la sangre de los humanos.
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