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RESUMEN

La diabetes mellitus (DM) es un serio desorden metabdlico con multiples
complicaciones y es considerada la epidemia del siglo XXI. Numerosas
plantas de la medicina tradicional han sido utilizadas para tratar pacientes
con DM, un gran numero de estas han sido confirmadas con efectos
hipoglucémicos tanto en modelos animales como en pacientes diabéticos.
El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antidiabética de Tilia
americana, Borago officinalis, Chenopodium nuttalliae y Piper sanctum, en
ratas diabéticas.

Se obtuvieron los extractos metandlicos de las plantas en estudio, se
evaluo la toxicidad de cada uno de ellos sobre Artemia salina, se determind
el potencial antioxidante mediante la técnica DPPH y se evalud la
capacidad antidiabética de los extractos a dosis de 250 y 500 mg/kg en un
modelo de rata Wistar inducido por Aloxano (120 mg/kg). Los extractos de
B. officinalis y P. sanctum no presentaron toxicidad frente a A. salina,
mientras que C. nuttalliae fue altamente toxico y el extracto de T. americana
presentd una toxicidad moderada. El extracto de T. americana var
mexicana fue el unico que presentd actividad antioxidante. De los 4
extractos metanolicos solo los de B. officinalis, T. americana var. mexicana
y P. sanctum presentaron actividad antidiabética siendo P. sanctum el que

mostré mayor reduccion en los niveles de glucosa a una menor dosis.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a serious metabolic disorder with multiple
complications and is considered the epidemic of the 21st century.
Numerous plants of traditional medicine have been used to treat patients
with DM, a large number of these have been confirmed with hypoglycemic
effects in both animal models and diabetic patients. The objective of this
work was to evaluate the antidiabetic activity of Tilia americana, Borago
officinalis, Chenopodium nuttalliae and Piper sanctum, in diabetic rats.

The methanolic extracts of the plants under study were evaluated, the
toxicity of each of them was evaluated on Artemia salina, the antioxidant
potential was determined by means of the DPPH technique and the
antidiabetic capacity of the extracts was evaluated at doses of 250 and 500
mg / kg in a Wistar rat model induced by Alloxan (120 mg / kg). The extracts
of B. officinalis and P. sanctum showed no toxicity to A. salina, while C.
nuttalliae was highly toxic and the extract of T. americana showed moderate
toxicity. The extract of T. americana var mexicana was the only one that
presented antioxidant activity. Of the 4 methanolic extracts only those of B.
officinalis, T. americana var. mexican and P. sanctum showed antidiabetic
activity being P. sanctum the one that showed the greatest reduction in

glucose levels at a lower dose.



1. INTRODUCCION

La salud de una nacion es un fendmeno complejo y continuo relacionado
con las condiciones de vida, con la dinamica demografica de la poblacion y
con la organizacion social en la produccion de bienes y servicios, asi como
con el acceso de los grupos poblacionales a estos ultimos, incluidos los de
salud. Desde la perspectiva de la transicion epidemiolégica, la modificacion
en el estado de salud esta estrechamente vinculado al movimiento
demografico, economico y social de una poblacion (ENSANUT, 2016).
Debido a factores locales y globales, como la variacion climatica y los
estilos de vida, las enfermedades se expanden, principalmente las de tipo
infectocontagiosas y las derivadas de la desnutricion, que se transforman
en una batalla contra enfermedades cronicas y degenerativas como la
Diabetes mellitus (DM) causa principal de muerte de 80 mil pacientes por
ano en México (INEGI, 2017).

La diabetes se esta convirtiendo rapidamente en la epidemia del siglo XXI
y en un reto de salud global. Estimaciones de la Organizacion Mundial de
la Salud indican que a nivel mundial, de 1995 a la fecha casi se ha triplicado
el numero de personas que viven con diabetes, con cifra actual estimada
en mas de 347 millones de personas diabéticas (OMS, 2017). La diabetes
es una enfermedad cronica de causas multiples, cuya participacion en la
morbilidad y la mortalidad en nuestro pais es creciente; segun
investigaciones realizadas, su incremento puede deberse a una mayor
exposicion a los factores de riesgo relacionados con las formas de vida,
como el sedentarismo, la modificacién acelerada en los patrones de dieta
y los cambios en los estilos de vida, junto con una probable susceptibilidad
genética propia de la poblacion con origen amerindio, segun estas
investigaciones, han impactado de forma importante en el aumento de la
prevalencia de sobrepeso y obesidad en la poblacion mexicana (ALAD,
2006; Santana, 2011).

Esta enfermedad es uno de los problemas mas graves de salud publica que
enfrenta nuestro pais, ya que cerca del 10% de la poblacion padece DM y
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se estima que la cifra podria ser del doble por aquellas personas que aun
no han sido diagnosticadas. Nuestro pais ocupa el 6to lugar a nivel mundial
en numero de personas con DM, el 1er lugar en mortalidad en América

Latina y el 3er lugar en el mundo

El factor mas preocupante de la DM, no solo es su diagndstico, sino la falta
de control de la misma, lo que incide de manera directa y altamente
preocupante en complicaciones mortales e incapacitantes, el mayor costo
de la DM deriva de sus complicaciones. Un alto nivel de glucosa en la
sangre, eventualmente ocasiona dafios en los rifilones, retinas, nervios,
problemas microvasculares, disfuncién eréctil, pie diabético, salud bucal, lo
que puede llegar a generar discapacidad o muerte prematura (Neira et al,
2014; Federacion Mexicana de Diabetes, 2016).

La investigacion orientada a hacer frente a esta enfermedad se realiza
desde diversas vias, una alternativa para el tratamiento de dicha
enfermedad son las plantas. Los productos naturales, especificamente los
de origen vegetal, constituyen potenciales fuentes de descubrimiento y
desarrollo de nuevos agentes afectivos contra enfermedades como la DM
(Ocegueda et al, 2005; Palacios, et al., 2011; Zia-ur-rehman et al, 2014) ya
que los medicamentos utilizados actualmente presentan efectos
secundarios como los son: nauseas, vomito, diarrea, gases, apetito

disminuido, dolor de cabeza y muscular, etc.

México es un pais donde su poblacién tiene una relacion estrecha en el uso
de la medicina tradicional, se han estimado aproximadamente 500 especies
de plantas medicinales de uso tradicional para tratar la DM, dentro de las
cuales se encuentran Piper sanctum, Borago officinalis, Tilia americana var.
mexicana y Chenopodium nuttalliae (Romo de Vivar, 1985; Becerra-
Jiménez, 2011), para lo cual este estudio contribuira a fortalecer la
investigacion cientifica de plantas que son utilizadas de manera tradicional

para el control de dicha enfermedad (Aguilar y Xolalapa, 2002)



2. ANTECEDENTES

2.1 Aspectos histéricos y su etiologia

La palabra Diabetes proviene del latin diabetes, y éste del griego diapANG,
(diabetes, “correr a través” con dia o “dia-“, “a través”, y BATNG o “betes”,
“correr”, de diaBaiveiv (diabainein, “atravesar”). La primera referencia a ella
se encuentra en el Papiro de Ebers (1500 a.C.). Como término para
referirse a la enfermedad caracterizada por la eliminacién de grandes
cantidades de orina (poliuria), empieza a usarse en el siglo | en el sentido
etimoldgico de «pasoy», aludiendo al «paso de orina» de la poliuria, fue
acuiado por el filésofo griego Areteo de Capadocia. La palabra “mellitus”
(griego mel, “miel”) se agrego6 en 1675 por Thomas Willis cuando not6 que

la orina de un paciente diabético tenia sabor dulce.

La diabetes mellitus es un conjunto de trastornos metabdlicos, que afectan
a diferentes organos y tejidos; y se caracteriza por un aumento de los
niveles de glucosa en la sangre: hiperglucemia.

Islote Pancreaticos (Langerhans) / Pancreatic islet (Langerhans)

Celutas Beta (Insuling)
Beta cells (nsulin)

Celulas Alfa (Glucagon)
Alpha cells (&h:cagor-)
Céutas deltas

Islotes Normales / Normal islets Islotes Diabetes Tipo 1/ Islets with Type 1 Diabetes

Fig. 1 Islotes pancreaticos de Langerhans sanos y danados



La causan varios trastornos, siendo el principal la baja produccion de la
hormona insulina, secretada por las células 3 de los Islotes de Langerhans
del pancreas endodcrino (Fig. 1), o por su inadecuado uso por parte del
cuerpo, que repercutira en el metabolismo de los hidratos de carbono,

lipidos y proteinas.

Esta enfermedad es altamente incapacitante ya que a largo plazo dafia
diferentes 6rganos especialmente los ojos, rifones, nervios, corazén y
vasos sanguineos. Es una enfermedad relevante desde el punto de vista
individual, familiar y comunitario, ya que produce cambios en la dinamica
social del individuo, motivados por las incomodidades de un tratamiento y
control de por vida. Desde el punto de vista epidemioldgico su frecuencia,
prevalencia y mortalidad sefalan con claridad que se trata de un problema
de salud publica de primera magnitud en la Republica Mexicana (Ramos,
1994; Santana G. et al, 2011).

2.2 Aspectos epidemioldgicos

Las proyecciones hechas por la Organizacion Mundial de la Salud y la
Federacion Internacional de Diabetes indican que:

* El numero de personas con diabetes ha aumentado de 108 millones
en 1980 a 422 millones en 2014, y para el 2040 habra aumentado
hasta alcanzar los 642 millones.

* El 5% no tiene diagndstico.

* La prevalencia mundial de la diabetes en adultos (mayores de 18
afnos) ha aumentado del 4.7% en 1980 al 8.5% en 2014.

* ElI77% de las personas con diabetes viven en los paises de ingresos
medianos y bajos.

* Cada 6 segundos una persona muere a causa de la DM

* La diabetes en una importante causa de ceguera, insuficiencia renal,
infarto al miocardio, accidente cerebrovascular y amputacion de los

miembros inferiores.



*

Se estima que en 2015 la diabetes fue la causa directa de 1.6
millones de muertes. Otros 2.2 millones de muertes fueron atribuidos
a la hiperglicemia en 2012 y 4.9 millones en 2014.
Aproximadamente la mitad de las muertes atribuibles a Ila
hiperglucemia tienen lugar antes de los 70 afios de edad. Segun
proyecciones de la OMS, la diabetes sera la séptima causa de
mortalidad en 2030.

La diabetes tipo 2 representa el 90% de los casos mundiales y se
debe en gran medida a un peso corporal excesivo y a la inactividad
fisica. (OMS, 2017).

En los ultimos anos los resultados de diversas encuestas han permitido

caracterizar la magnitud del problema de la DM en nuestro pais. México

ocupa el 2do lugar en obesidad a nivel mundial y como consecuencia

también ha aumentado el numero de pacientes con Diabetes. Esto ha

llevado a nuestro pais a:

*

Ocupar el 6to lugar mundial en numero de personas con esta
enfermedad.

La DM se encuentre entre las primeras causas de muerte.

La prevalencia de DM en el pais paso de 9.2% en 2012 a 9.4% en
2016, esto en base a un diagnostico previo de la enfermedad.

Las mujeres reportan mayor incidencia de DM (10.3%) que los
hombres (8.4%). Esta tendencia se observa tanto en localidades
urbanas (10.5% en mujeres y 8.2%en hombres) como en rurales
(9.5% en mujeres y 8.9% en hombres).

La mayor prevalencia de DM en la poblacion se presenta de 60 a 69
afos, en hombres (27.7%), y mujeres (32.7%) y de 70 a 79 afos
(29.8%).

El 87.7% de los adultos con esta enfermedad reciben tratamiento
para controlarla.

El uso de insulina como tratamiento aument6 de 6.5% en 2012 a
11.1% en 2016, asi como el uso conjunto de insulina y farmacos
(6.6% en 2012 a 8.8% en 2016).



* Las complicaciones reportadas por los adultos diabéticos fueron:
vision disminuida (54.5%), dafio en la retina (11.2%), pérdida de la
vista (9.9%) y ulceras (9.1%) en una de cada 10 personas

diagnosticadas amputaciones (5.5%).

* Los estados con mayor incidencia son: Distrito Federal, Nuevo Ledn,
Veracruz, Tamaulipas, Durango y San Luis Potosi (ENSANUT

2016).

2.3 Clasificacion de la Diabetes mellitus

Actualmente existen dos clasificaciones principales.
correspondiente a la OMS, en la que solo reconoce tres tipos de diabetes
(tipo 1, tipo 2 y gestacional) y la segunda propuesta por la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA) (Tabla 1) en 1977. Segun el comité de

expertos de la ADA, los diferentes tipos de DM se clasifican en cuatro

grupos.

Tabla 1. Clasificacion etiologica de la Diabetes mellitus

Clasificacion etiolégica de la Diabetes Mellitus (ADA)

Nombre

Caracteristicas

Diabetes Tipo 1

Déficit absoluto de insulina

Diabetes tipo 1 autoinmune: destruccion
autoinmune de células beta.

Diabetes tipo 1: destruccion de células
beta por razones desconocidas.

Diabetes tipo 2

Déficit de insulina con resistencia a la
misma

Diabetes Gestacional

Resistencia temporal a la insulina durante
el embarazo

Otros tipos de
Diabetes

Diabetes MODY

Defectos genéticos de la insulina
(leprecaunismo, sindrome de Rabson-
Mendenhall, diabetes lipoatrofica.

La primera,




Enfermedades del pancreas: pancreatitis,
pancreatectomia, neoplasia, fibrosis

quistica.

Endocrinopatias: Acromegalia, sindrome
de Cushing, glucagonoma,
feocromocitoma y otros  tumores
endocrinos.

Inducida por farmacos, incluyendo vacor,
pentamidina, acido nicotinico,

glucocorticoides, tiazidas, fenitoina, etc.

Infecciones: rubeola, citomegalovirus,
coxsackievirus

2.3.1 Diabetes mellitus Tipo 1

También llamada insulino-dependiente, juvenil o de inicio de infancia. Se
presenta en jovenes y adultos con menos frecuencia, no se observa
produccion de insulina debido a la destruccion autoinmune de las células 3
de los Islotes de Langerhans del pancreas, esto regulado por células T. Se
ha observado una mayor prevalencia de esta forma clinica en sujetos que
presentan ciertos antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad
HLA (Human Leucocyte Antigen) que se encuentran en el cromosoma 6 y
que controla la respuesta inmune. La relacion de la DM tipo 1 con antigenos
HLA, DR3, DR4, Arg 50 y DBQ No Asp57, presentan mayor susceptibilidad
a desarrollar la enfermedad, esto se ve favorecido por factores ambientales
como virus, toxicos u otros inmunegénicos. Esto explica porque solo el 50%
de los gemelos idénticos son concordantes en la aparicion de este tipo de
diabetes. El efecto de la DM no controlada es la hiperglicemia (incremento
de azucar en sangre), que con el tiempo dafia gravemente muchos 6rganos
y sistemas, especialmente los nervios y vasos sanguineos. El diagnéstico
es alrededor de los 25 anos de edad, y afecta a cerca de 542 000 nifios en
México.



2.3.2 Diabetes mellitus Tipo 2

También llamada no insulinodependiente, o de inicio en la edad adulta,
corresponde a la mayoria de los casos de DM. Es un grupo heterogéneo
de pacientes, la mayoria obesos y/o con distribucion de grasa
predominantemente abdominal, con fuerte predisposicion genética no bien
definida (multigenética). Muchas personas con este tipo de diabetes no
saben que padecen esta enfermedad. Es un mecanismo fisioldgico
complejo, el primer evento en la secuencia que conduce a esta diabetes es
una resistencia insulinica que lleva a un incremento de la sintesis y
secrecion insulinica, e hiperinsulinismo compensatorio, capaz de mantener
la homeostasia metabdlica por afios. Una vez que se rompe el equilibrio
entre resistencia insulinica y secrecién, se inicia la expresion bioquimica
(Intolerancia a la glucosa) y posteriormente la diabetes clinica. Los
individuos con intolerancia a la glucosa y los diabéticos de corta evolucion
son hiperinsulinémicos y esta enfermedad es un componente frecuente en
el llamado Sindrome Metabdlico. Para que se inicie la enfermedad que
tiene un caracter irreversible en la mayoria de los casos, debe asociarse a
la insulina-resistencia, un defecto en las células beta de los islotes de
Langerhans. Sin tendencia a la acidosis, responde a dieta e
hipoglucemiantes orales, aunque muchos con el tiempo requieren de
insulina para su control, pero ella no es indispensable para preservar la vida
(insulinorequirientes) (OMS, 2012; Medline, 2011).

2.3.3. Diabetes gestacional.

Se caracteriza por hiperglicemia, que aparece en el curso del embarazo,
generando un mayor riesgo en el embarazo y parto, e incrementa la
posibilidad de presentar diabetes clinica (60%) después de 15 afios
(Bardenheier et al, 2013; Barnes et al, 2013; Faingold, 2015). La diabetes
gestacional puede desaparecer al término del embarazo o persistir como
intolerancia a la glucosa o diabetes clinica. Se calcula que la prevalencia

de diabetes gestacional es de 9.2%. Se desconocen las causas de la
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diabetes gestacional, pero se tienen algunas hipotesis. La placenta
sostiene al bebé mientras crece. Las hormonas de la placenta contribuyen
a su desarrollo. Pero estas hormonas también bloquean la accion de la
insulina en el organismo de la madre. Este problema se denomina
resistencia a la insulina, la cual dificulta que el cuerpo de la madre utilice la
insulina. Es posible que el requerimiento de insulina sea tres veces mas

alta (American Diabetes Association, 2015).

2.3.4. Otros tipos especificos de diabetes

Incluye pacientes con defectos genéticos en la funcién de la célula beta
como las formas llamadas MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young);
con defectos genéticos de la accion de la insulina; con patologias
pancreaticas (pancreatectomia, pancreatitis aguda, pancreatitis crénica,
neoplasia del pancreas, hemocromatosis); endocrinopatias (Cushing,
acromegalia, glucagonoma, feocromocitoma). También algunos farmacos
o téxicos pueden producir diabetes secundaria (corticoides, acido
nicotinico, L-asparagina, interferon alfa, pentamidina); agentes infecciosos
(rubeola congénita, coxsackie B, citomegalovirus, parotiditis) y por ultimo
algunas enfermedades como los sindromes de Down, Kleinefelter, Turner,

enfermedad de Stiffman y Lipoatrofias (Conget, 2002).

2.4. Acciones de la Insulina sobre el Metabolismo de Carbohidratos

La insulina es una hormona “anabdlica” por excelencia: permite disponer a
las células del aporte necesarios de glucosa para los procesos de sintesis
con consumo de energia. La insulina normal que es biologicamente activa
es monomeérica, un polipéptido constituido por una cadena A, con 21
aminoacidos y una cadena B con 30 aminoacidos. Dos puentes de disulfuro
(residuos A7 a B7, y A20 a B19) covalentemente conectan los
encadenamientos (Fig. 2).
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Fig. 2 Configuracion hexamérica de la insulina

La insulina es liberada por las células beta del pancreas endocrino por
diversos estimulos, de los cuales el mas importante desde el punto de vista
fisiologico es la glucosa. Los aminoacidos y los farmacos del grupo de la
sulfonilurea también estimulan la secrecion de insulina. Se requiere calcio
para liberar insulina de la célula beta. La insulina es transportada en el
plasma con las globulinas alfa y beta. La liberacion de la insulina se produce

en tres fases:

1) La secrecion basal determina el nivel de insulina en el suero durante
el ayuno.

2) La secrecion inicial rapida después de la comida se debe a la
liberacion de insulina por las células beta, se produce dentro de los
10 minutos siguientes a la digestion.

3) La liberaciéon moderada después de la comida, la cual se debe a la

estimulacion de la sintesis de insulina como respuesta a la glucosa.

La accion de la insulina sobre células diana se ejerce, en primer lugar,
mediante la unién de la insulina a su receptor, lo que hace que el numero y
la funcion de éstos sea importante para la regulacion de la accidn de la
hormona. El receptor de la insulina estda formado por dos unidades
glucoproteicas, alfa y beta, de las que la subunidad beta posee actividad

de tirosina cinasa situada en el citosol celular. La union entre insulina y el
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receptor desencadenan una cascada de respuestas intracelulares, como
son la activacion del DNA y de la sintesis de proteinas, la activacion de las
vias metabdlicas anabdlicas y la inhibicion de las vias catabdlicas (Fig. 3).

Uno de los primeros efectos importantes de la insulina en los tejidos
efectores consiste en la translocacién de las proteinas (o unidades) de
transporte de glucosa (GLUT) del aparato de Golgi a la membrana
plasmatica, lo que facilita la captacion celular de la glucosa. Existen
distintas formas de GLUT que difieren segun su distribucion en los tejidos,
su afinidad por la glucosa y su sensibilidad a la estimulacién por insulina.
La GLUT-4, presente en el musculo estriado y en el tejido adiposo, es el
principal transportador regulado por la insulina. Por otra parte la GLUT-2
existente en los hepatocitos y las células beta del pancreas dependen de
la insulina y actua facilitando el rapido equilibrio de la glucosa entre los
compartimientos intracelular y extracelular. Por lo tanto, mientras que los
tejidos periféricos utilizan GLUT-4 para extraer glucosa de la sangre, la
GLUT-2 actua fundamentalmente como un conducto para la funcion

pancreatica y hepatica en el asa de retroalimentacién entre glucosa e

insulina.
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Fig. 3 Mecanismo de liberacion de insulina dependiente de
glucosa en las células B del pancreas

13



2.5. Sintomas de la Diabetes mellitus

A menudo no se diagnostica la DM porque muchos de sus sintomas
parecen inofensivos. Estudios recientes indican que la deteccién temprana
y el tratamiento de los sintomas de la diabetes pueden disminuir la
posibilidad de tener complicaciones. En caso de que todavia no se haya
diagnosticado la DM ni iniciado su tratamiento, o que no esté bien tratada,
se pueden encontrar los siguientes sintomas (derivados de un exceso de

glucosa en sangre, ya sea de forma puntual o continua):

Poliuria, polidipsia y polifagia.

Pérdida de peso a pesar de la polifagia. Se debe a que la
glucosa no puede almacenarse en los tejidos debido a que
estos no reciben la sefial de la insulina.

* Fatiga o cansancio.

Cambios en la agudeza visual.

* lrritabilidad extrema.

Infecciones frecuentes.

Cortes/moretones que tardan en sanar.

Hormigueo o entumecimiento en las manos o los pies.

Infecciones recurrentes de la piel, encias o vejiga.

2.6. Tratamiento

No existe cura para la diabetes. Tanto en la diabetes tipo 1 como en la tipo
2 y la gestacional, el objetivo del tratamiento es restaurar los niveles
glucémicos normales, entre 70 y 105 mg/dL. En la diabetes tipo 1 y en la
gestacional se aplica un tratamiento sustitutivo de insulina o analogos de la
insulina. En la diabetes tipo 2 puede aplicarse un tratamiento sustitutivo de
insulina o analogos, o bien, un tratamiento con antidiabéticos orales. Hay
varios tipos de medicamentos disponibles, cada una funciona de manera
diferente. Muchas personas toman dos o tres tipos de estos, pues se ha
descubierto que, en ciertos casos, la combinacion de varios farmacos da

mejores resultados, pero eso depende del paciente. Algunas personas
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toman un medicamento que combina dos tipos de farmacos en una tableta,

en otros casos es necesario complementar con insulina.

2.6.1. Medicamentos

Biguanidas (Metformina y la Buformina). Actuan fundamentalmente
a dos niveles: en el musculo, aumentando la entrada de glucosa a
las células, y en el higado, disminuyendo la produccion de glucosa
al disminuir la neoglucogénesis, la glucogenolisis 0 ambas.

* Sulfonilureas (Tolbutamida, Clorpropamida, Glibenclamida,
Glisentida). Su mecanismo de accion primario es estimular la
secrecion de insulina por la célula beta pancreatica, a través de su
unién a un canal potasico-dependiente de ATP

* Meglitinidas (Repaglinida y Nataglinida). Su indicacion aprobada es
en el tratamiento de la DM tipo 2 (no insulinodependiente-DMNID)
en pacientes cuya hiperglicemia no se controla con dieta, ejercicio y
reduccion de peso o los tratados con metformina como tratamiento
coadyuvante cuando no ha resultado eficaz el tratamiento sélo con
metformina.

* Inhibidores de la alfa-glucosidasa (Acarbosa y Miglitol). Actuan
inhibiendo las enzimas del borde en cepillo del enterocito que
hidrolizan los oligosacaridos a disacaridos y monosacaridos que
posteriormente son absorbidos. Estos farmacos disminuyen la
glucemia postprandial, siempre y cuando la dieta searica en hidratos
de carbono complejos.

Tiazolidinedionas o glitazonas (Pioglitazona y Rosiglitazona).
Son los unicos agentes que han demostrado hacer mas lenta la
progresion de la DM. Ejercen su accion sensibilizando las células del
cuerpo a la insulina sin estimular la secrecion de insulina, pero uno
de los inconvenientes con ellos es que pueden tardar hasta cuatro

meses para ejercer su maximo efecto.
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Agonistas de amilina (Pramlintida). Retardan el vaciamiento
gastrico, inhibe la produccion de glucagdbn de una manera
dependiente de la glucosa.

Agonistas del péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP-1)
(Exenatida). EI GLP-1 es un péptido de origen natural producido por
las células L del intestino delgado, potencia la secrecion de insulina
estimulada por la glucosa.

Inhibidores de la Di-Peptidil-Peptidasa-IV (Sitagliptina). Estos
farmacos intensifican los efectos de GLP-1.

Insulina. Es el medicamento mas efectivo para reducir la glucemia
aunque presenta hipoglucemia como complicacién frecuente. La
insulina debe emplearse siempre en el tratamiento de la DM tipo 1,
y en numero importante de diabéticos tipo 2. Existen diferentes
preparados comerciales que se diferencian en las sustancias
afiadidas con el objeto de modificar sus caracteristicas
farmacocinéticas (Alfaro et al, 2000):

Tabla 2. Clasificacion de los medicamentos de insulina

Tipo de accion Tipo de insulina Nombre comercial
Insulina accion Insulina lispro Humalog
ultracorta
Insulina soluble humana Actrapid, Humulina
Insulinas rapidas regular
Isofanica Insulatard, Humulina
_ » NPH
Insulina de accion _ — . .
: . Rapida + isofanica Mixtard, Humulina
intermedia _ - :
Insulinas zinc Monotard, Humulina
lenta
Insulinas de accién ) ) Ultratard, Humulina
Insulinas zinc
prolongada ultralenta
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2.6.2. Causas del fracaso de los tratamientos.

La DM es un trastorno metabdlico croénico caracterizado por
concentraciones persistentemente elevadas de glucosa en la sangre, como
consecuencia de una alteracidén en la secrecion, accion (o ambas) de la
insulina y que no tiene cura. Sin embargo, es posible mejorar la calidad de
vida del paciente, disminuyendo y controlando los factores de riesgo que

acompafan y agravan esta enfermedad.

El paciente diabético, por las caracteristicas de su enfermedad, es
intervenido desde el punto de vista farmacolégico y dietético; sin embargo,
los logros obtenidos en los controles no son los esperados, por ello, uno de
los mayores desafios en el manejo de esta enfermedad es saber que

existen factores como:

* El apego al tratamiento.

La ausencia motivacional de estos individuos.

El grado de conocimiento acerca de su enfermedad.
*  Ofros.

Que pueden impedir que el paciente diabético alcance las metas
propuestas.

La falta de apego a los tratamientos es un problema altamente relevante en
enfermedades cronicas como la diabetes, pues conlleva altos costos para
el paciente y la sociedad, ya que a las secuelas fisicas (enfermedades
micro y macrovasculares) se deben sumar costos por rehabilitacion,
pensiones de invalidez y pérdida de productividad. Ademas, el apego al
tratamiento determina su eficiencia y mejora la calidad de vida de las
personas diabéticas.

Hoy en dia se hace indispensable que el equipo profesional conozca el
entorno familiar y comunitario de estos pacientes, las interacciones entre
los miembros de la familia, evaluando el contexto familiar para que de
alguna manera determine los riesgos de fracaso orientando mejor las
intervenciones para alcanzar las metas propuestas y pueda mejorarse la

calidad de vida del paciente (Pech et al, 2010).
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2.7. Diabetes mellitus experimentalmente inducida.

La induccion de DM se ha logrado por medio de diversas técnicas
experimentales, desde la remocidn quirurgica del pancreas, el uso de
hormonas (epinefrina, glucagén, somatotropina y los glucocorticoides), las
lesiones hipotalamicas y agentes quimicos.

2.7.1. Induccién quimica.

El uso de agentes quimicos para producir diabetes, permite realizar
estudios detallados de los eventos bioquimicos y morfolégicos que ocurren
durante y después de la induccion de un estado diabético. Existen varias
clases de agentes quimicos (Ramos y Méndez, 1994).

Entre las sustancias quimicas utilizadas para la induccion se encuentran
aquellas con citotoxicidad especifica que destruyen a las células B del
pancreas y causan un estado de deficiencia primaria de insulina; también
estan los agentes que actuan sobre las células 3 pero no las destruyen y
asi como aquellas que incrementan los requerimientos endogenos de
insulina, debilitan al pancreas y como consecuencia se produce la DM
(incluye a las hormonas antagonistas de la insulina, anticuerpos anti-

insulina y algunos agentes quelantes, en particular el Zn).

2.7.2. Aloxano

Desde hace muchos afios se conoce la actividad diabetogénica del
aloxano®, es el farmaco mas utilizado para inducir DM tipo 1 experimental.
Es un compuesto quimico, estructuralmente similar a la urea, posee accion
necrosante especifica y selectiva sobre las células 3 de los islotes de
Langerhans (Fig. 4)
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Fig. 4 Estructura del aloxano

En relacion con la acciéon de este compuesto a nivel pancreatico, se
postulan dos teorias, una describe la interaccion de los metabolitos del
aloxano® con el zinc pancreatico, responsables de la destruccion de las
células B, mientras que otras observaciones sustentan la teoria de la
formacién de radicales de oxigeno que desempefan una funcion

significativa de la accion diabetogénica de esta sustancia.

La respuesta clinica a una dosis diabetogénica de aloxano tiene tres
respuestas. La primera se presenta a dos o tres horas después y se
caracteriza por un estado hiperglucémico asociado con la glucogenolisis
inducida por adrenalina. La segunda, después de seis a doce horas, se
distingue por hipoglucemia por liberacién de insulina preformada en las
células 3. Por ultimo, después de 18 a 24 horas, la pérdida total de las

células beta conlleva a una hiperglucemia permanente.

En ocasiones no se produce DM con la administracion de aloxano en
animales que normalmente desarrollan esta respuesta, aun cuando se
utilicen dosis recomendables, debido al uso de preparaciones caduca o a
contaminantes que resultan de su oxidaciéon (Ramos y Méndez, 1994;
Cubillos et al, 2008).
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2.8. Estrés oxidativo en las enfermedades del higado.

El estrés oxidativo ocurre en un gran espectro de circunstancias

fisiopatoldgicas. Pero normalmente es antagonizado por nuestras defensas
naturales: catalasa, superoxido dismutasa, glutation reducido y vitamina E
y C.

En el estrés oxidativo participan diferentes sustancias ricas en oxigeno,
muy reactivas que en primera estancia afectan la membrana celular por
peroxidacion de los lipidos y se producen téxicos que en un nivel mas
interno se unen a proteinas y ADN formando aductos los que alteran la
estructura, significado fisiologico y metabdlico de estas biomoléculas. Si los
agentes generadores de radicales libres actuan de manera intensa vy
cronica ademas de activar las células estelares producen muerte celular.
Por lo tanto en este cuadro multifisiopatoldgico, el higado se convierte en
el érgano clave que requiere mucha atencion para prevenirlo de agentes
toxicos que alteren su metabolismo. Existe una incidencia incrementada de
cirrosis en pacientes diabéticos, inversamente, al menos 80% de pacientes
con cirrosis tienen intolerancia a la glucosa: la prevalencia reportada de la
cirrosis varia ampliamente. La diabetes aumenta el riesgo a
esteatohepatitis la que puede progresar a cirrosis. La esteatohepatitis
ocurre porque las grasas se acumulan como triglicéridos lo que puede ser
una manifestacién de un transporte aumentado de lipidos al higado, con
aumento de la sintesis de lipidos y disminucion de la B-oxidacion. En este
sentido, se ha demostrado experimentalmente en ratas que la inhibicion de
la  carnitina-palmitoil-transferasa conduce a una acumulacién
intramiocelular de lipidos al interrumpir el transporte de acidos grasos al
interior de la mitocondria para la B-oxidacion; situacion que pudiera ocurrir

al menos parcialmente en el higado graso (esteatohepatosis).

Esta situacion multifisiopatologica ha sido estudiada sin que a la fecha se
cuente con tratamientos satisfactorios y efectivos utilizados por la medicina
convencional. Ante este problema, actualmente se ha puesto mucha
atencion en el uso de otras opciones de la medicina alternativa

complementaria, utilizando como principal recurso a las plantas
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medicinales de uso tradicional, principalmente aquellas que sean ricas en
compuestos polihidroxifendlicos, flavonoides y terpenoides los que con sus
grupos hidroxifendlicos reaccionan con los radicales libres formando
aductos que no resultan téxicos. Las plantas que contienen esta clase de
compuestos se caracterizan por su potente efecto hepatoprotector
(Miranda et al, 2005).

2.9. Productos Naturales
2.9.1. Metabolismo de las plantas.

Para poder vivir, crecer y reproducirse los organismos necesitan
transformar una gran variedad de compuestos organicos. Estas
transformaciones requieren energia que la obtienen en forma de ATP y la
presencia de sistemas enzimaticos. El conjunto de reacciones especificas
mediante el cual un organismo fabrica sus propias sustancias y mantiene
la vida se conoce como metabolismo (Gutiérrez y Estévez, 2009; Avalos y
Pérez-Urria, 2009).

Las moléculas mas importantes para la vida son las proteinas, los hidratos
de carbono, las grasas y los acidos nucleicos. A pesar de las caracteristicas
extremadamente diferentes de los distintos seres vivos, las rutas generales
para modificar y sintetizar estas sustancias son esencialmente las mismas
para todos con muy pequenas modificaciones. Estos procesos se conocen
como Metabolismo Primario y los compuestos implicados en las diferentes
rutas se conocen como metabolitos primarios (Gutiérrez y Estévez, 2009;
Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Pero a diferencia de otros organismos, las plantas destinan una cantidad
significativa del carbono asimilado y de la energia a la sintesis de una
amplia variedad de moléculas organicas que no parecen tener una funcion
directa en procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilacion de nutrientes,
transporte de solutos o sintesis de proteinas, carbohidratos o lipidos, y que

se denominan metabolitos secundarios (también denominados productos
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secundarios, productos naturales) (Gutiérrez y Estévez, 2009; Avalos y
Pérez-Urria, 2009).

Un producto natural es un compuesto quimico o sustancia producida por
un organismo vivo, encontrado en la naturaleza que tiene, generalmente,
una actividad farmacoldgica o biologica para su uso en el descubrimiento
de farmacos y drogas de disefio. Los productos naturales pueden ser
extraidos de los tejidos de las plantas terrestres, organismos marinos o
caldos de fermentacion de microorganismos entre otros (Marris, 2006;
Baker et al, 2007).

Se denomina metabolismo secundario al conjunto de procesos en el que
participan compuestos con una distribucidn mucho mas limitada y
especifica segun el ser vivo. Los metabolitos secundarios ademas de no
presentar una funcidén definida en los procesos mencionados, difieren
también de los metabolitos primarios en que ciertos grupos presentan una
distribucidon restringida en el reino vegetal, es decir, no todos los
metabolitos secundarios se encuentran en todos los grupos de plantas
(Gutiérrez y Estévez, 2009; Avalos y Pérez-Urria, 2009).

Los metabolitos secundarios se distribuyen diferencialmente entre grupos
taxonomicos, presentan propiedades bioldgicas, muchos desempefian
funciones ecologicas y se caracterizan por sus diferentes usos y
aplicaciones como medicamentos, insecticidas, herbicidas, perfumes o

colorantes, entre otros.

La formacion de los metabolitos secundarios en la naturaleza tiene lugar a
partir de los metabolitos primarios. La sintesis de los productos naturales
comienza con la fotosintesis que tiene lugar en plantas superiores, algas y

algunas bacterias. (Fig. 5)

Es un proceso endotérmico que requiere de la luz solar. Aquellos
organismos incapaces de absorber la luz obtienen su energia de la
degradacion de carbohidratos (Gutiérrez y Estévez, 2009; Avalos y Pérez-
Urria, 2009).
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Fig. 5 Elementos basicos del metabolismo primario y en relacion con el
metabolismo secundario de plantas

Existen tres intermedios quimicos principales como son el acetil-CoA, el
acido shikimico y el acido mevaldnico, a partir de estos compuestos se
biosintetizan los principales grupos de productos naturales como son los
acidos grasos, antraquinonas, terpenos, esteroles, alcaloides, cumarinas,
lignanos, etc. Algunos esqueletos de productos naturales se biosintetizan
utilizando fragmentos que provienen de mas de una ruta especifica tal es
el caso de los flavonoides que se forman a partir de la ruta del acetato y del
acido shikimico. A estos compuestos se les denomina de biogénesis mixta
(Fig. 6) (Gutiérrez y Estévez, 2009; Avalos y Pérez-Urria, 2009).
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Fig. 6 Formacion de metabolitos secundarios a partir de metabolitos primarios

2.10. Plantas que presentan propiedades hipoglucemiantes

Desde su aparicion, los seres humanos han utilizado las plantas en muy
diversas formas: alimento, vestimenta, construccion, herramientas, armas
y como una fuente medicinal. Se ha comprobado que hace 8,000 afos, los
pueblos asiaticos como China, fueron los primeros en utilizarlas con fines
terapéuticos. Posteriormente los antiguos egipcios, hebreos y romanos
realizaron la misma practica; sin embargo, fueron los griegos quienes

difundieron en el mundo occidental estos conocimientos.

En México el tratamiento de las enfermedades con plantas es muy comun,
dicho tratamiento es considerado beneficioso especialmente durante la
fase temprana de la enfermedad (Roman-Ramos et al, 1991; Argueta et al,
1994). Un total de 306 especies han sido reconocidas como de uso popular
en el tratamiento de la diabetes solo en nuestro pais. La mayoria de estas

plantas contienen glicésidos, alcaloides, terpenoides, flavonoides,
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polisacaridos, y saponinas, los cuales han sido frecuentemente implicados
por tener un efecto antidiabético (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005;

Shewamene et al, 2015).

El efecto anti-hiperglicémico del extracto acuoso de Opuntia streptacantha
Lem se demostr6 en ratas Wistar, inducidas experimentalmente con
estreptozotocina, a una concentracion de 20 mg/mL. El presente estudio
confirma el uso tradicional de esta planta con actividad anti hiperglicémica
(Becerra-Jiménez y Andrade-Cetto, 2011)

El analisis fitoquimico del extracto acuoso de Rubus floribundus Kunth
(Rosaceae) “zarzamora” indicd la presencia de esteroides, flavonoides,
cardiotonicos, taninos y antocianinas. Ademas demostro tener actividad
hipoglucemiante sobre R. rattus albinus, inducidos experimentalmente, a
una dosis de 28 mg/kg de peso corporal, lo cual valida su uso tradicional
en el tratamiento de DM (Pérez et al, 2014).

El extracto metanodlico de Ofostegia integrifolia Benth mostréo un efecto
hipoglucemiante significativo a una dosis de 200 mg/kg en ratas macho
Swiss albino y Wistar. En su extracto crudo se demostrd la presencia de
saponinas, flavonoides y compuestos fendlicos, que en otras plantas
mostraron efecto hipoglucemiante. Los flavonoides han mostrado tener una
actividad antidiabética significante y también se conoce su habilidad para
regenerar las células beta pancreatica (Shewamene et al, 2015).

Ratas macho Wistar fueron inducidas experimentalmente con
estreptozotocina para posteriormente ser tratadas con extracto metandlico
del rizoma de Tulbaghia violacea Harv., para examinar su efecto
hipoglicémico, el cual fue positivo a una concentracién de 60 mg/kg de
extracto crudo (Moodley y Mackraj, 2016).
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Muchos farmacos comunmente usados hoy en dia son estructuralmente
derivados de compuestos naturales de plantas de la medicina tradicional.
Los mas frecuentemente usados para el manejo de la glucosa en sangre
incluyen a: meldn amargo (Momordica charantia), fenograco (Trigonella
foenum graecum), gurmar (Gymnema sylvestre), hiedra calabaza (Coccinia
cassia), nopal (Opuntia spp), estragon (Artemisia dracunculus), canela
(Cinnamomum cassia), psyllium (Plantago ovata) y ajo (Allium sativum). En
su mayoria los productos herbales y sus metabolitos secundarios son
usados en tratamiento de la diabetes (Ota y Ulrih, 2017).

La Cnidoscolus quercifolius Pohl fue probada en su extracto acuoso in vivo,
encontrandose que la glucosa disminuyé en un 29% en los animales que
recibieron la concentracién de 200 mg/kg de peso. Lo cual mostré que C.
quercifolius produce un efecto hipoglicémico y no presenta toxicidad oral.
(Lira et al, 2017).

Andrade-Cetto et al (2017) dilucido, en el extracto metanolico de corteza de
Rhizophora mangle o manglar rojo, dos flavolignanos, dos flavonoides una
catequina, una epicatequina y dos glicolignanos, que se encuentran en los
extractos etanol-acuoso que se proporcionoé a ratas diabéticas por 42 d. La
diaria administracion de este extracto, a una concentracion de 90 mg/kg por
via oral, es similar al uso tradicional de las infusiones para controlar la DM
tipo 2, mostrando un efecto hipoglucemiante, el cual se asocia con los
constituyentes del extracto.

Deepa et al (2018) realizaron una revision del género Ficus en el control de
la diabetes mellitus. Encontrando que varias especies de Ficus son fuentes
de metabolitos secundarios bio-activos que incrementan la secrecion de
insulina y su respectiva reduccion de los niveles de glucosa en sangre, en

varios estudios in vivo. Metabolitos como flavonoides, acidos fendlicos,
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taninos, alcaloides, glicosidos, cumarinas, triterpenoides, esteroles vy

vitamina E fueron encontrados en este género.

La disminucion de glucosa en sangre, la normalizacion del peso y el efecto
de estrés antioxidante por efecto del extracto hidroacetonico de las hojas
de Mespilus germanica L. fue investigado en ratones Balb/C inducidos con
estreptozotocina. El cual fue administrado por via oral a una concentracién
de 100 mg/kg, el cual mostré una disminucion significativa de glucosa en
sangre, asi como el mantenimiento del peso normal de los ratones Balb/C.
(Shafiee et al, 2018).

Los extractos metanodlicos de Bauhinia forficata, Syzygium cumini,
Echinodorus grandiflorus y Matricaria recutita mostraron una alta capacidad
antioxidante (DPPH ICso 0.7, 2.5, 35.3 y 1.3 pg/mL) y anti-glicacion (ICso
22.7, 246.2, 339 y 18.5 pg/mL). Algunas plantas medicinales son capaces
de controlar las complicaciones de estas enfermedades metabdlicas a
diferentes niveles, por ejemplo, siempre que los compuestos antioxidantes
que actuan contra el estrés oxidativo y la glicacion de proteinas y otros que
son capaces de inhibir la catalisis de las enzimas digestivas y asi contribuir
con la reduccion de la hiperglicemia y la hiperlipidemia (Rodriguez et al,
2018).

En este contexto, es importante recordar que la metformina (una biguanida)
es un derivado activo de un producto natural, galegina una guanidina
aislada de la planta Galega officinalis L., la cual fue usada en épocas
medievales para aliviar la intensa miccion en gente diabética (Witters,
2001).
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2.11. Plantas en estudio
2.11.1. Borago officinalis L.

Comunmente se le conoce como borraja, aborraja, alcohelo, argabazo,
borracha, borrachera, borraga, borraina, borraja blanca, borraja comun,
borraja fina, borrajas, borraxa, buglosa vulgar, burraja, corrago, flores
cordiales, forrajas, lengua de buey, arnica, cola de alacran, borrega (Fig. 7)

2.11.1.2. Clasificaciéon botanica:
Reino: Plantae
Subreino: Viridiplantae
Superdivision: Embryophyta
Division: Tracheophyta
Subdivisién: Spermatophytina
Clase: Magnoliopsida
Superorden: Asteranae
Orden: Boraginales
Familia: Boraginaceae
Subfamilia: Boraginoideae
Género: Borago L.

Especie: Borago officinalis L.

2.11.1.3. Descripcion botanica.

Planta herbacea anual, de entre 60 y 100 cm de altura, que esta cubierta
de pelos largos y recios en tallos y hojas. Las hojas, de 5 a 15 cm de
largo, son alternas y simples, las superiores no tienen peciolo, al

contrario de las inferiores, y se conectan con el tallo como si lo estuvieran
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abrazando (Martinez, 1979). Las flores aparecen en inflorescencias
cimosas, ramificadas y bracteadas; tienen pedicelos de 5 a 30 mm,
huecos, patentes o deflexos después de la floracion. El caliz consta de
cinco sépalos de 8 a 15 mm, que durante la fructificacion alcanzan los
20 mm, son linear-lanceolados, de apice agudo y conniventes en el fruto.
La corola, de azul brillante o blanco, es rotada; tiene un tubo corto, a
veces ausente, que se abre formando cinco Iébulos, a modo de estrella,
de 8 a 15 mm, lanceolados y agudos. El androce tiene cinco estambres
excertos, insertados cerca de la base de la corola, con anteras
conniventes y mucronadas y los filamentos largos y con apéndices
estrechos en el apice. El gineceo tiene un ovario del que surge un estilo
incluso y un estigma capitado. El fruto es una nuez de 7 a 10 mm,
oblongo-ovoide, rugosa y con un collar cerca de la base (Biblioteca
Digital, 2009).

Es originaria del Mediterraneo, la planta se cultiva con mucha facilidad,
florece al comienzo de la primavera y mantiene las flores durante toda la
estacion. Cuando se recolecta, suelen cortarse las hojas basales para
ser empleadas como alimento, las flores se recolectan tras las primeras
lluvias otoAales. Crecen a plena luz aunque pueden soportar la sombra.
Crecen en zonas muy calidas y soportan el calor extremo. Se desarrollan

en suelos secos, débilmente acidos (pH 4.5 — 7.5) y ricos en nutrientes.

Estd asociada a bosques tropicales caducifolios, subcaducifolios,
subperennifolio y perennifolio, bosque espinoso, matorral xerdfilo,
pastizal, asi como a bosques mesofilos de montafa, de encino, de pino,

mixto de encino-pino y de juniperos.

2.11.1.4. Etnobotanica

Desde la antiguedad son conocidos sus efectos beneficiosos. Contienen
mucilago neutro, rico en sales minerales, que le dan propiedades
emolientes y una cierta accion antiinflamatoria balsamica. Las sales de
potasio, calcio y silice le confieren una actividad diurética y sudorifica. El

aceite que se extrae de su semilla, es rico en acido oleico, linoleico,
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gammalinoleico 'y palmitico, que le confieren un efecto
hipocolesterolemiante, astringente y como agente secuestrante. Se
emplea como antidisminorreico, regulador del sistema hormonal y del
metabolismo. Esta indicado en casos de resfriados, bronquitis, faringitis
e infecciones de las vias respiratorias en general, por su contenido de

vitamina C y vitamina A.

La borraja se caracteriza por la presencia de alcaloides de la pirrolizidina.
En las partes aéreas se han detectado la amabilina, también localizada
en la semilla, la cinaustina, la intermedina y su derivado acetilado:
licopsamina, asi como su acetilo y la supinina. En la flor, semilla y en su
aceite esencial se ha detectado la tesinina. El alcaloide alantoina se ha
identificado en todos los 6rganos de la planta, excepto en las flores.
Otros constituyentes de la borraja son los flavonoides delfinidin y el
lignano acido rosmarinico. Los lipidos de la semilla contienen acidos

grasos tri y tetra insaturados de 18 carbonos (Heber, 2007).

Fig. 7 Borago officinalis L.
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2.11.2. Piper sanctum

Se le conoce como acoyo, cojolite, cordoncillo, hoja de ajan, hoja santa,
hoja de anis. Puebla: acuyo xuitl (nahuatl), qancaputuwan (totonaco),

acayoxihuitl, iztacxalcauit, kankaputumwan, xalcahuit (Fig. 8) (Flora, 2011).

2.11.2.1. Clasificaciéon botanica:
Reino: Plantae
Subreino: Viridiplantae
Superdivision: Embryophyta
Divisidon: Tracheophyta
Subdivisién: Spermatophytina
Clase: Magnoliopsida
Superorden: Magnolianae
Orden: Piperales
Familia: Piperaceae
Género: Piper L.

Especie: Piper sanctum (Miq) Schlechtendal

2.11.2.2. Descripcion botanica.

Planta de 50 a 150 cm de altura, con ramas fragiles y péndulas de nudos
bien marcados. Hojas grandes, alternadas, de peciolo corto, enteras,
membranosas, tienen forma acorazonada, con apice agudizado y borde
liso, pubescentes y son aromaticas cuando se estrujan. Las flores de color
amarillo claro, muy pequefas, estan agrupadas en una inflorescencia que
asemeja un cordon. Los frutos son carnosos, café verdoso y contienen una

semilla. Originaria de México y Guatemala. Se desarrolla en clima
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semicalido y templado, entre los 740 y los 2600 msnm. Habita en terrenos
de cultivo abandonados o asociada a bosque tropical perennifolio xerdéfilo y
bosque mesdfilo de montaia (Biblioteca digital, 2009).

2.11.2.3. Etnobotanica

En Oaxaca, Quintana Roo y Veracruz la aplicacidon mas comun de la hierba
santa es sobre infecciones en la piel. No obstante, se emplea en
padecimientos propios de la mujer como inflamacion de la vagina, infeccidn
de la matriz, para uso posparto, como galactégeno y para acelerar el parto.
Asi mismo, se usa en trastornos del aparato digestivo, en caso de
quebraduras, bronquitis, tos.

Su uso también se indica en enfermedades como asma, laringitis,
reumatismo, en llagas, rifiones, purifica la sangre, mordeduras de vibora,
colicos, quemaduras, lombrices, oxitocica y emenagoga (Biblioteca Digital,
2009).

Solo se han realizado estudios quimicos de las hojas y la raiz, Las hojas
contienen un aceite esencial en el que se han identificado los
monoterpenos borneol, su acetato, delta-cadineno, canfeno, alcanfor, car-
3-ene, 1-8-cineol, p-cimen-8-ol, p-cimeno, limoneno, linalol, mirceno, alfa'y
beta-pineno, sibineno, alfa y gamma-terpineno y alfa-tuyeno. Los
sesquiterpenos acadina-1-4-dieno, beta-bisaboleno, beta-bourboneno,
oxido de betacariofileno, alfa-copaeno, alfa-cubeneno, delta-elemeno,
humuleno, muroleno, espatuleno; y los compuestos fenilicos elimicin,
eugenol y safrol. Otros componentes detectados en la hoja son el
flavonoide 3°-hidroxi-4"-7-dimetoxi-flavona, el beta-sitosterol y el diterpeno
trans-fitol.

En la raiz se han identificado los alcaloides de isoquinilona cefaradionas A
y B y los componentes fendlicos 1-alil-2,3-metilenodioxi-5 metoxi-benceno
y su derivado propenilico, dilapiol y safrol.

Es una planta medicinal originaria de México, se detecto en las hojas una
baja toxicidad aguda en ratones, por lo que es necesario evitar el uso
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frecuente de esta planta sobre todo cuando se indica tomada, ya que se ha
comprobado que safrol, componente presente en el aceite esencial
obtenido de las hojas, presenta accion carcinogénica.

Jesus'Palma

Fig. 8 Piper sanctum (Miq) Schlechtendal
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2.11.3. Tilia americana L. var mexicana (Schtdl.)

Sinonimia botanica: T. caroliniana Mill., T. floridana Small., T. mexicana
Schltdl., T. nuda Sarg., T. pringlei Rose, T. pubescens Aiton, T. texana
Sarg. Sinonimia popular: Flordetila, flordetilia, tilia. Michoacan: sirimo
(purhépecha), cirimo (Fig. 9) (Medicina digital, 2009).

2.11.3.1. Clasificacién botanica:
Reino: Plantae
Subreino: Viridiplantae
Superdivision: Embryophyta
Divisidn: Tracheophyta
Subdivisién: Spermatophytina
Clase: Magnoliopsida
Superorden: Rosanae
Orden: Malvales
Familia: Malvaceae
Género: Tilia L.
Especie: Tilia americana L.

Variedad: Tilia americana L. var. mexicana

2.11.3.2. Descripcion botanica:

Es un arbol de tamafo mediano a grande de hojas caducas, alcanza una
altura de 20 — 40 m (excepcionalmente 43 m) con un diametro del tronco
de 1 — 1.3 m en la madurez. La corona es abovedada, la corteza presenta
grietas de color gris a marrones claras, con el estrecho, bien definidas. Las
raices grandes y profundas. Los brotes del invierno son de color malta de

cerveza, ovalada, aguda, lisa, de color rojo obscuro, con dos escalas del
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brote visible. Las hojas son simples, arregladas alternativamente, unilateral
en la base, de 10 — 15 cm de largo y ancho, con un peciolo largo, delgado,
con los bordes en forma de sierra y un apice agudo.

Se abren del borde del brote y son de color verde palido, suave; cuando
esta crecido por completo son verde oscuro, liso, abrillantado arriba, mas
palido abajo, con los penachos de pelos marrones oxidados en los axis de
las venas primarias; cuando las hojas caen son de color verde amarillento.
Tanto las pequefias ramas como las hojas contienen savia rica en
mucilago. La flor es pequefia, fragante, blanca-amarillenta, de un diametro
de 10-14 mm, dispuestas en racimos de 6 a 20 que tiende a inclinarse, la
flor tiene cinco sépalos y pétalos, los estambres son numerosos. La
floracion es a mediados de verano y la polinizacion es por abejas. El fruto

es pequefio, globoso, suave, de color crema de 8-10 mm de diametro.

2.11.3.3. Etnobotanica

Las flores secas son suavemente dulces y pegajosas, y la fruta es algo
dulce y mucilaginosa. El té tiene un gusto agradable, debido al aceite
aromatico volatil encontrado en las flores. Las hojas, flores, madera y
carbén de madera se utilizan para propositos medicinales. Los ingredientes
activos en las flores incluyen flavonoides (que actuan como antioxidantes),
aceites volatiles y componentes mucilaginosos (que calman y reducen la
inflamacion). La planta también contiene taninos que pueden actuar como
astringente. El té de tila, como popularmente se le conoce a esta especie,
es particularmente empleado en la zona centro del pais por su accion
sedativa. Se report6é que derivados glicosilados de quercetina y kaempferol
son potencialmente responsables de la respuesta sedativa y antiansiolitica
en ratones, tales como: kaempferol-3-O-(6-p-coumaroyl)-glucosido (
tilirosida), Kaempferol-3,7-O-dirhamnosido, quercetin-O-pentosilhexosido,
quercetin-3-O-glucésido  (isoquercetin),  kaempferol-3-O-glucdsido  (
astragalin), quercetin-3-O-rhamnosido (quercetrin), entre otros (Heber,
2007; Herrera-Ruiz et al, 2008; Martinez et al, 2009; Aguirre-Hernandez et
al, 2010).

35



Fig. 9 Tilia americana var mexicana
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2.11.4. Chenopodium nuttalliae (Saff.)

Los huazontles, literalmente “bledo como cabello”, de huautli “bledo” y
tzontli “cabello”, o alternativamente “cabellera de amaranto”, de huauhtli
“amaranto” y Tzontli “cabello. Es un grupo de plantas comestibles nativas
de México. (Fig. 10)

2.11.4.1. Clasificaciéon botanica
Reino: Plantae
Subreino: Viridiplantae
Superdivision: Embryophyta
Division: Tracheophyta
Subdivisién: Spermatophytina
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Caryophylianae
Orden: Caryophyliales
Familia: Amaranthacea
Género: Chenopodium L.

Especie: Chenopodium nuttalliae (Saff.)

2.11.4.2. Descripcion botanica

El huauzontle es una hierba anual, erecta, inodora, con raiz muy ramificada.
Puede medir 30 cm a 2 m de alto; peciolo hasta de 13.5 cm de largo, lamina
foliar hasta de 15 cm de largo y 8.5 cm de ancho; semillas anaranjadas a
rojas. Tiene tallo surcado y toda la planta esta cubierta por una especie de
polvillo amarillo. Las hojas son alternas, triangulares, onduladas vy

pecioladas. Sus flores pediceladas se agrupan en paniculas ovoides de
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glomérulos con cinco sépalos de color verdoso; son hermafroditas y
unisexuadas, en su mayoria femeninas, en la misma inflorescencia. El fruto
comprimido contiene semillas reniformes con abundante albumen, alcanza
el medio metro de altura. La raiz es pivotante con muchas ramificaciones y
alcanza una profundidad de hasta 60 cm. Es muy resistente a los climas
frios y secos, crece incluso en suelos pobres. Ademas tiene un alto nivel
alimenticio, normalmente se consumen las hojas, las ramas, flores y

semillas (Carrillo et al, 1994).

2.11.4.3. Etnobotanica.

Tanto las semillas, el germinado y la planta contienen saponinas, que son
sustancias que le dan a los alimentos un sabor ligeramente amargo. Las
saponinas pueden ser téxicas, pero el huauzontle contiene cantidades tan
pequefas que no presentan ningun riesgo. Es rico en diversos minerales
como calcio, fosforo y hierro, vitaminas A, C, E y del complejo B. El género
Chenopodium, al cual pertenece el huauzontle, ha sido recientemente
reclasificado dentro de Ila familia Amaranthacea. Los estudios
farmacoldgicos modernos han mostrado que los extractos de las plantas de
la familia Amaranthacea exhiben actividad antioxidante, antidiabética,
inmunoestimulante, antitumoral, antibacterial, antiinflamatoria,
antiosteoporisis, antiulcera, hipolipidica, diurética, larvicida,

antihipertension, hipoglicémica y analgésica (Mroczek, 2015).
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Fig. 10 Chenopodium nuttalliae (Saff.)

2.12 Actividad antioxidante

Las moléculas oxidadas y fragmentos moleculares mas corrientes son los
radicales libres. Todos los radicales libres llevan una innumerable cantidad
de electrones que les hacen inestables y altamente reactivos. Para
estabilizarse, les quitan electrones a otras moléculas. Esto hace que haya
mas moléculas inestables, provocando una reaccion dafina en cadena de
radicales libres, oxidando muchas estructuras biologicas, dafiandolas. Es
lo que llamamos dafo oxidativo, importante causa del envejecimiento,
cancer, ateroesclerosis, los procesos inflamatorios cronicos y las cataratas,

que son las mas caracteristicas. (Vereno, 2002).

Un antioxidante es una molécula que es capaz de retrasar o prevenir el
deterioro, dafio o destruccion provocados por una oxidacion (Youngson,
2003). Se encuentran naturalmente en el organismo y en ciertos alimentos
que pueden bloquear parte de este dafo debido a que estabilizan los
radicales libres, actuando algunos a nivel intracelular y otros en la
membrana de las células, siempre en conjunto para proteger a los

diferentes 6rganos y sistemas. Existen diferentes tipos de antioxidantes:
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* Antioxidantes endogenos: mecanismos enzimaticos del organismo
(superodxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa, glutation y la
coenzima Q). Algunas enzimas necesitan cofactores metalicos
como selenio, cobre, zinc y magnesio para poder realizar el
mecanismo de proteccion celular.

*  Antioxidantes exdgenos: son introducidos por la dieta y se depositan
en las membranas celulares impidiendo la lipoperoxidacion
(vitaminas E, C y del caroteno) (Federacion Espafola del Café,
2012)

2.12.1. Modelos de evaluacion de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de un compuesto puede evaluarse in vitro por
medio de experimentos sencillos que examinan directamente dicha
habilidad y que a la vez evaluan el posible efecto prooxidante sobre
diferentes moléculas (Martinez et al, 2007).

En la practica se realizan muchos modelos de test in vitro, para evaluar la
actividad antioxidante de la muestra de interés; sin embargo, es necesario
considerar que los modelos presenten diferentes variaciones que puede
dificultar un poco la comparacién de los resultados entre un método y otro
(Tovar del Rio y Mosquera, 2013).

Con base a las reacciones quimicas, la gran mayoria de los ensayos para
determinar la capacidad antioxidante pueden ser divididos en dos

categorias (Tabla 3):

* Ensayos basados en la reaccion por transferencia de atomos de
hidrogeno.
* Ensayos basados en la reaccion por transferencia de electrones.
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Tabla 3 Clasificacion de los modelos de ensayo in vitro para la actividad
antioxidante

ENSAYO CATEGORIA
Acido 2,2’-azino-bis-3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS)
1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH)
Poder de reduccion antioxidante del Ensayos basados en la
hierro (FRAP) transferencia de electrones
N,N-dimetil-p-fenilendiamina (DMPD)
Capacidad de reducciéon antioxidante
del cobre (CUPRAC)
Capacidad de absorcion del radical
oxigeno (ORAC)
Parametro antioxidante de captura de
radicales (TRAP)
Inhibicion de la oxidacién del acido
linoleico
Inhibicion de la oxidacion de los lipidos
de baja densidad (LDL)

Ensayos basados en la
transferencia de atomos de
hidrégeno

2.12.2. Método 1,1-difenil-picrilhidrazil (DPPH)

El ensayo DPPH permite evaluar la capacidad de las sustancias frente al
radical libre estable 2,2-difenil-1-picrilhidracilo en una solucién metandlica
que tiene un color violeta intenso que se pierde progresivamente cuando
se afade la muestra que contiene antioxidantes. Asi, el grado de
decoloracion de la solucion indica eficiencia de la capacidad secuestrante
de la sustancia agregada. La decoloracion del radical se determina a 517
nm y la cuantificacién se realiza empleando soluciones patron del acido

galico, acido ascorbico o vitamina E.

El DPPH no reacciona con flavonoides que no contengan grupos —OH en
el anillo B al igual que con los acidos aromaticos que solo contienen un
grupo —OH. Pese a sus limitaciones, es un método adecuado para medir la
capacidad antioxidante en alimentos y extractos vegetales, mientras que
no es adecuado para la determinacion de la capacidad antioxidante del
plasma o suero, ya que las proteinas precipitan con el metanol del medio

de reaccion (Giraldo-Vasquez, 2011).
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3. JUSTIFICACION

La Diabetes mellitus es una enfermedad crénica que se presenta cuando
el pancreas no produce insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza
eficazmente la insulina que produce. El efecto de la diabetes no controlada
es la hiperglicemia (aumento de azucar en la sangre), que con el tiempo
ocasiona danos en diversos 6rganos y sistemas, especialmente en ojos
rinones, nervios, corazon y vasos sanguineos. En las ultimas décadas se
ha incrementado alarmantemente esta enfermedad: en el mundo se han
reportado 422 millones casos de diabetes, para el 2035 habra 592 millones;
en el 2014 fallecieron 3.8 millones de personas como consecuencia de esta
enfermedad; donde mas del 80% de las muertes se registran en paises de
ingresos bajos y medios; el 50 % aproximadamente correspondieron a

personas menores de 70 afos, y un 55% a mujeres.

En la actualidad el consumo individual de medicamentos ha aumentado y
surge la tendencia a volver a las fuentes naturales para tratar esta
enfermedad; ya que algunos farmacos hipoglucemiantes producen efectos
secundarios y son de costos elevados para paises en vias de desarrollo
como el nuestro. Una de las alternativas es la busqueda de productos
naturales de origen vegetal, que muestren actividad hipoglucemiante, las
plantas: Piper sanctum, Borago officinalis, Tilia americana var. mexicana y
Chenopodium nuttalliae, estan reportadas en la medicina tradicional con
esta propiedad, en este estudio se pretende validar cientificamente la
actividad hipoglucemiante para el tratamiento o como coadyuvante en la
Diabetes Mellitus.
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4. HIPOTESIS

Los extractos metandlicos de las especies Piper sanctum, Borago
officinalis, Tilia americana var. mexicana y Chenopodium nufttalliae
presentan  actividad  hipoglucemiante  sobre ratas  diabéticas

experimentalmente inducidas.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar la actividad hipoglucemiante de los extractos de Piper sanctum,
Borago officinalis, Tilia americana var. mexicana y Chenopodium nuttalliae

en ratas con diabetes experimentalmente inducidas.

5.2 Objetivos particulares

1. Obtener los extractos metandlicos de las plantas en estudio a partir
de hojas y tallos.

2. Realizar un tamizaje para identificar los metabolitos secundarios

presentes en los extractos crudos mediante pruebas coloridas.

3. Determinar la toxicidad mediante el ensayo de letalidad sobre
Artemia Salina

4. Determinar su actividad hipoglucemiante de las plantas en estudio

sobre ratas experimentalmente inducidas con aloxano.

5. Determinar la actividad antioxidante de las plantas en estudio.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Material biolégico

6.1.1. Material vegetal

Tabla 4. Plantas utilizadas

Planta Parte
Borago officinalis Aérea
Piper sanctum Hojas
Tilia americana var. .
. Hojas y flores
mexicana
Chenopodium nuttalliae Aérea

6.1.2. Material para ensayo biolégico

Ratas machos Wistar de 180 — 240 g

6.2. Colecta e identificacion del material vegetal

Borago officinalis se colectd en la Ciudad de Saltillo, Coahuila; Piper
sanctum se compro en el mercado de la Merced en la Ciudad de México,
Tilia americana var. mexicana se adquiri6 en Morelia, Michoacan; y
Chenopodium nuttalliae en Puebla, Puebla. Los ejemplares fueron
identificados por la Dra. Maria del Consuelo Gonzalez de la Rosa y la Dra.
Marcela Gonzalez Alvarez, un espécimen de cada planta fue depositada en
el herbario de la Facultad de Ciencias Biologicas de la UANL para su

numero de registro.

6.3. Obtencion de los extractos metanolicos

Las hojas y partes aéreas se limpiaron cuidadosamente para eliminar la

tierra y particulas extranas que pudieran contener, se dejaron secar a
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temperatura ambiente y a la sombra. Una vez secos, se trituraron en una
licuadora Osterizer clasica Modelo 4655-813 para posteriormente

almacenarse en recipientes secos.

Para la obtencion de los extractos, se pesaron 90 g de cada muestra
vegetal, se depositaron en un sistema soxhlet por 40 h con 500 mL de
metanol. Después de la obtencidn del extracto, el solvente se elimind por
evaporacion, en un rotavapor (Yamato Rotary Evaporator RE 200) a
presion reducida y a una temperatura de 45°C hasta sequedad. Una vez
recuperados los extractos se terminaron de secar a temperatura ambiente
para posteriormente pesarse y determinar su rendimiento. El extracto seco
se almaceno en frascos de vidrio ambar en refrigeracion a 4°C hasta su

uso.

6.4. Pruebas de identificacion parcial de compuestos quimicos

Los extractos crudos de cada planta se prepararon a una concentracion de
50 mg/mL disueltos en metanol. Se utilizaron tubos de ensayo de 13 x 100
Pyrex y placas de ceramica de 12 pozos. Para la determinacion parcial de
los diferentes tipos de metabolitos secundarios presentes en los extractos
se realizaron las siguientes pruebas quimicas de identificacion.
(Dominguez, 1979; Rivas-Morales, 2016).

Prueba de Liebermann-Burchard

Para triterpenos y compuestos esteroidales. Se mezclé 1 mL de anhidrido
aceético con 1 mL de cloroformo, se dejo enfriar la mezcla y se le afiadio una
gota de acido sulfurico. Este reactivo se pone en contacto con una gota de
solucion de extracto y una gota de cloroformo. La aparicion de cualquier
color determind que la prueba fue positiva (Dominguez, 1979; Rivas-
Morales, 2016).
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Prueba de Salkowski

Para esteroles y metilesteroles. Se colocan de 1 a 2 mg de la muestra en 1
mL de cloroformo al cual se le agrega 1 mL de acido sulfurico, la reaccién
es positiva cuando se desarrollan colores amarillo o rojo (Dominguez, 1979;
Rivas-Morales, 2016).

Prueba de Shinoda

Para compuestos tipo flavonoides. A 1 mg de muestra disuelta en etanol y
con limaduras de magnesio, se le aplica calor a 60°C y después se le
agregan unas gotas de HCI concentrado por la pared del tubo de ensaye.
Se considera positiva con la aparicion de coloraciones naranja, rojo, rosa,

azul y violeta (Dominguez, 1979; Rivas-Morales, 2016).

Prueba de acido sulfarico

Para flavonoides. Una pequefa cantidad de muestra se disolvid en acido
sulfurico concentrado y se observan las coloraciones. Amarillo para
flavonas y flavonoides; naranja-guinda para flavonas; rojo-azuloso para
chalconas. También detecta quinonas con coloracién rojo-purpura
(Dominguez, 1979; Rivas-Morales, 2016).

Prueba de Baljet

Para sesquiterpenlactonas. Se utilizan dos soluciones que se mezclan en
volumenes iguales antes de usarse. Solucidon A, 1 g de acido picrico en 100
mL de etanol; solucién B, 10 g de hidroxido de sodio en 100 mL de agua.
Para la prueba se ponen de 2 a 3 mg de muestra y unas 3 gotas de reactivo
(mezcla), se considero positiva si se forma una coloracion naranja o roja

oscura (Dominguez, 1979; Rivas-Morales, 2016).
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Prueba para cumarinas

Como las cumarinas son lactonas, se pueden disolver en soluciones
alcalinas (NaOH 10%) acuosas o alcohdlicas con aparicion de una
coloracion amarilla la cual desaparece al acidular (Dominguez, 1979;
Rivas-Morales, 2016).

Prueba de Dragendorff

Para alcaloides. Modificacion de Munier y Machelobuf. En la solucion A se
disuelven 0.85 g de nitrato de bismuto en una mezcla de 10 mL de acido
acético glacial y 40 mL de agua; en la solucion B, se disolvieron 8 g de
yoduro de potasio en 20 mL de agua. El reactivo se preparé mezclando 5
mL de la solucion A, 4 mL de la solucién B y 100 mL de agua, el reactivo
es estable por un afno. La prueba es positiva para alcaloides si se colocan
2 a 3 mg de la muestra y unas 3 a 4 gotas del reactivo, si se desarrolla en
la placa coloraciones rojas o naranjas persistentes por 24 horas
(Dominguez, 1979; Rivas-Morales, 2016).

Prueba de permanganato de potasio

Para dobles enlaces. Se prepara una solucion de permanganato de potasio
al 2% en agua, se disuelven de 1 a 2 mg de muestra en agua, acetona o
metanol y se toma en capilar agregandole la solucion de permanganato de
potasio. La prueba fue positiva con la presencia de un precipitado café o
decoloracion del reactivo, debido a la formacion de didéxido de magnesio
(Dominguez, 1979; Rivas-Morales, 2016).

Prueba de cloruro férrico

Para oxhidrilos fendlicos (taninos vegetales). Se disolvi6 una pequefia
cantidad de muestra en etanol y se afiadié una gota de solucion de cloruro
férrico en agua (12.5%). La presencia de una coloracion o precipitado rojo,

azul, violeta o verde se considero positiva. En algunos casos es necesario
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utilizar una solucion no acuosa de cloruro férrico a la que se le afiade una
base débil, por ejemplo cloroformo-piridina, para hacer mas sensible la
determinacién (Dominguez, 1979; Rivas-Morales, 2016).

Prueba de 2,4-Dinitrofenilhidracina

Para grupo carbonilo. Una muestra de 1 a 10 mg del extracto se disolvid en
etanol, se le afadid una solucidén saturada de 2-4-dinitrofenilhidracina en
HCI 6N, la aparicion de un precipitado naranja indicé la presencia de un

grupo carbonilo (Dominguez, 1979; Rivas-Morales, 2016).

Prueba de Molisch

Para azucares. En un tubo de ensaye se mezclaron 1 a 2 mg del extracto
con 1 — 2 gotas del reactivo de Molisch y se deslizaron por la pared del tubo
inclinado 2 mL de acido sulfurico concentrado. Es positivo cuando se forma
un anillo coloreado en la interfase. El reactivo se prepara disolviendo 1 g
de a-naftol en 100 ml de etanol al 95% (Dominguez, 1979; Rivas-Morales,
2016).

Prueba de agitaciéon

Para saponinas. Una porcion del extracto se disolvido en 1 mL de agua en
un tubo de ensayo de 12 x 75 mm y se agité vigorosamente durante 3 a 5
minutos. La formacion de espuma con apariencia de panal de abeja estable
por 30 minutos se considero prueba positiva (Molina-Salinas, 2001).

Prueba del bicarbonato de sodio

Para saponinas. La sal se preparo al 10% en agua, se disolvieron de 1 a 2
mg del extracto disuelto en agua o etanol, se mezclaron con 2 a 3 gotas de
acido sulfurico concentrado. Se agitd ligeramente la solucidén, y se
agregaron 2 a 3 gotas de la solucion de bicarbonato. La produccion de
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espuma y su permanencia por mas de 1 minuto indicaron la presencia de

saponinas (Dominguez, 1979; Rivas-Morales, 2016).

6.5. Ensayo de letalidad sobre Artemia salina

Para preparar el agua de mar artificial se disolvieron 20 g de sal (Instant
Ocean, Acuarium System) y 6 mg de levadura de cerveza (Mead Johnson)
en 500 mL de agua destilada, ajustando el pH a 7.8. Se pesaron 0.1 g de
huevecillos de A. salina (Brine Shrimp Eggs, San francisco Bay Brand INC).
El agua de mar artificial se aireo con una bomba para acuario por 24 h. La
eclosion de los nauplios de A. salina se llevo a cabo en un recipiente de
vidrio rectangular (17 cm x 14 cm x 7 cm) con camara oscura para
incubacion de quistes e iluminada para obtener los nauplios eclosionados
mediante fototropismo. Se incubaron 48 h a temperatura ambiente (23 — 25
°C) con aireacion constante, transcurrido este tiempo, se llevo a cabo el
ensayo por triplicado en microplacas de 96 pozos (Costar, Corning, NY,
USA). Se depositaron 10 nauplios en un volumen final de 200 uL de cada
extracto de las plantas en estudio diluidos en agua de mar. Se utilizaron 50,
100, 250, 500 y 1000 ug/mL-" de extracto. Como control positivo se utilizd
dicromato de potasio a una concentracion de 400 ppm (Vega-Menchaca et
al, 2013) y agua de mar como control negativo. Se incubaron por 24 h, y
se realiz6 el conteo de nauplios muertos utilizando un estereoscopio. Por
ultimo, se realizé un analisis Probit utilizando el paquete estadistico SPSS
17 para determinar la CLso. (Déciga-Campos et al, 2007).

6.6. Animales de experimentacion y diseiio experimental

Los ensayos se realizaron en ratas macho Wistar normoglicémicas y
diabéticas (diabetes inducida experimentalmente) con aloxano, con un
peso corporal promedio en un rango de 180 a 240 g. Actualmente la rata
es uno de los animales de mayor preferencia para las intervenciones
experimentales en la diabetes mellitus y se utiliza porque es faciimente
manipulable y por su alta capacidad de reproduccién. Ademas, dicho
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mamifero comparte los niveles de glucemia similares al humano (Shafrir et
al, 1999). Todos los experimentos se realizaron conforme a la Norma Oficial
Mexicana para el Cuidado y Manipulacion de Animales de Experimentacion
(NOM-062-Z00-1999), y en armonia con las reglas internacionales sobre
el cuidado y uso de animales de laboratorio. Los animales se mantuvieron
bajo condiciones estandar de laboratorio con libre acceso al alimento y

agua.

6.7. Determinacion de los Niveles de Glucosa Sanguinea

Las muestras sanguineas se recolectaron de la vena caudal de los
animales a través de una lanceta en el final de la cola. Los niveles de
glucosa sanguinea se midieron por el método enzimatico de la glucosa
oxidasa utilizando un glucometro comercial la muestra se recolectd
directamente en una tira reactiva, previamente insertada en un glucometro
digital (Accu-Chek Softclix®, Roche Diagnostics, SL.).

6.7.1. Induccién de la diabetes experimentalmente

Este modelo se produjo por la inyeccion a ratas por via intraperitoneal de
aloxano en suero fisioldégico en una dosis de 120 mg/kg de peso corporal
en una sola dosis. Los animales que presentaban glicemia superior a 250
mg/dL se consideraban diabéticos y fueron incluidos en el estudio.

6.7.2. Administracion de extractos y farmacos hipoglucemiantes

Para los ensayos los animales se colocaron en jaulas y se dividieron en
varios grupos después de la induccion de la diabetes, se les tratd durante
10 dias administrando el extracto de las plantas involucradas en este
trabajo en dosis de 250 y 500 mg/kg de peso corporal usando un tubo
intragastrico. Las dosis se disolvieron en suero fisiolégico, misma que se

administré (1 mL) a cada uno de los animales en estudio.
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Ademas se administré Glibenclamida en una dosis de 2.5 mg/kg (Amaya-
Chavez, 2007) como control. Finalmente, se usaron como controles ratas
sin diabetes/sin tratamiento y ratas con diabetes/sin tratamiento a las
cuales solo se les administro solucion salina (1 mL).

Se formaron los siguientes grupos, bajo el esquema de trabajo que se
muestra en la Tabla 5.

Tabla 5: Grupos de trabajo del disefio experimental de la DM

GRUPOS TRATAMIENTOS DIABETICAS
1 SSF No
2 SSF Si
3 Glibenclamida 2.5 mg/kg Si
4 Borraja 250 mg/kg Si
5 Borraja 500 mg/kg Si
6 Hoja santa 250 mg/kg Si
7 Hoja santa 500 mg/kg Si
8 Sirimo 250 mg/kg Si
9 Sirimo 500 mg/kg Si
10 Huauzontle 250 mg/kg Si
11 Huauzontle 500 mg/kg Si

SSF = Solucién Salina Fisiologica

6.7.3. Efecto hipoglucemiante de los extractos en ratas diabéticas

Las ratas normoglicémicas y las diabéticas se dividieron en varios grupos,
incluyendo los controles (blanco y positivo) y los tratados con los extractos.
A continuacion, los niveles de glucosa sanguinea se midieron alas 0 hy se
suministraron los extractos en los diferentes grupos de ratas, 250 mg/mL,
500 mg/mL y SSF(1 mL), a las 4 h del primero al décimo dia se realiz6 una

segunda medicién de glucosa sanguinea.
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6.8. Analisis estadistico

Se realizé una prueba “t” no paramétrica para determinar la diferencia
significativa en la reduccion de glucosa de cada grupo utilizando el
programa GraphPad 7.0. Todos los resultados fueron expresados como
una media + desviacién estandar, un valor de p<0.05 fue considerado como

significativo.

6.9. Determinacion de la Actividad Antioxidante

La capacidad de captura del radical DPPH se determiné en base al método
de Garcia-Becerra y col., 2010 y Brand-Williams y cols, 1995, con
pequefias modificaciones. Se prepararon soluciones de diferentes
concentraciones de los extractos metandlicos crudos de las plantas de
estudio (10 a 500 ug/mL), asi como de vitamina E (Sigma Chemical Co,
USA de 5 a 25 ug/mL) siendo esta ultima utilizada como control positivo.
Las muestras se llevaron a un volumen final de 100 pL utilizando metanol
como solvente. Se colocaron 2 mL de una solucion metandlica de DPPH
[2,2-difenil-1-picril-hidrazilo, Sigma Chemical co, USA] (20 ug/mL) en cada
tubo, los cuales se incubaron a temperatura ambiente durante 20 min en la
oscuridad. Se prepard un sistema control sin extracto y un blanco con
metanol para hacer la correccién en la absorbancia de la linea base.
Pasado el tiempo de incubacion los cambios en la absorbancia de las
muestras se midieron a 517 nm en un espectrofotometro (Thermo
Spectronic Genesys 20, USA).

De cada ensayo se realizaron 3 repeticiones. La disminucion en la
absorbancia de la mezcla de la reaccidn, indicé la capacidad de captura de
radicales libres (Fig. 11).

La inhibicidn del radical DPPH causada por los extractos en estudio y la

vitamina E se calcul6 con la siguiente formula:
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Fig. 11 Estructura del radical DPPH y su reduccién por un antioxidante (AO-H)
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7.RESULTADOS

7.1. Identificacién del material vegetal

Los ejemplares secos y montados fueron entregados al Herbario de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UANL para su deposito e

identificacion como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6: Numero de identificacion de las plantas en estudio

PLANTA No. de Voucher
Borago officinalis 27344
Piper sanctum 27798
Tilia americana var. mexicana 27797
Chenopodium nuttalliae 27799

7.2. Obtencion de los extractos metanolicos

Se obtuvieron los 4 extractos metandlicos a partir de la parte aérea de las
plantas en estudio. En la Tabla 7 se observa que el extracto de mayor
rendimiento fue el de C. nuttalliae con un 31.30%, seguido de T. americana
var. mexicana con 21.08%, P. sanctum con 18.41% y B. officinalis con
14.90%

Tabla 7: Rendimiento porcentual de los extractos obtenidos

PLANTA Rendiemiento (%)
Borago officinalis 14.90
Piper sanctum 18.14
Tilia americana var. mexicana 21.08
Chenopodium nuttalliae 31.30
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7.3. Pruebas de identificacion parcial de compuestos quimicos

Se realizaron pruebas coloridas para la determinacion parcial de grupos
funcionales y metabolitos secundarios presentes en los extractos
metandlicos obtenidos. Los resultados de estas pruebas quimicas (Tabla
8) mostraron la presencia de triterpenos, polifenoles, sesquiterpenlactonas,
flavonoides, alcaloides, esteroles, azucares que han sido reportados con
actividad hipoglucemiante y antioxidante.

Tabla 8: Pruebas quimicas de identificacion parcial.

Extracto metandlico de
Pruebas Fitoquimicas
B. officinalis | P. sanctum | T. americana | C. nuttalliae
Liebermann-Burchard + + + +
Shinoda + + + +
H2SO4 + - - -
Baljet + + - -
Cumarinas - + + +
Dragendorff + + - -
KMnO4 + + + +
FeCls + + + -
Molisch + + + +
NaHCO:s + + + +
Salkowski + + + +

7.4. Ensayo de toxicidad sobre Artemia salina

Se evaluo la actividad de los extractos metandlicos de T. americana var
mexicana, B. officinalis, C. nuttalliae y P. sanctum frente a los nauplios de
A. salina. Los extractos con menor toxicidad fueron B. officinalis y P.

sanctum. (Tabla 9).
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Tabla 9: Toxicidad de los extractos metandlicos de las plantas en estudio sobre A.
salinaa 24 h.

Extracto DLso (ppm) Categoria
T. americana 572.74 £5.72 Moderadamente toxico
B. officinalis >1000 No téxico
C. nuttalliae 4113 £3.12 Altamente toxico
P. sanctum >1000 No téxico

7.5. Efecto hipoglucemiante de los extractos en ratas diabéticas

El grupo control positivo de ratas diabéticas mantuvo sus niveles elevados
de glucosa durante el periodo de estudio (basal = 380.6 + 68.1 mg/dL; a 4h
= 377.88 £ 70.9 mg/dL, p = NS), al igual que el grupo control negativo
mantuvo sus niveles normales de glucosa (basal = 116.0 + 15.4 mg/dL; a
4h 121.3 £+ 12.5 mg/dL, p = NS). Al evaluar las 2 dosis (250 y 500 mg/kg de
peso) de los extractos metandlicos de cada planta solo T. americana y B.
officinalis mostraron una actividad antidiabética a la 4 h post-tratamiento a
dosis de 500 mg/kg de peso, mientras que a la dosis de 250 mg/kg de peso

solo P. sanctum mostro efecto antidiabético (Fig. 12).
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Fig. 12 Efecto antidiabético de los extractos metandlicos de las plantas en estudio
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7.6. Actividad antioxidante

Al evaluar la actividad antioxidante de los extractos metanolicos (DPPH) se
observd que el extracto de T. americana mostré mayor actividad
comparada con los demas extractos en estudio con una CEso de 8.84
mg/mL + 1.05 (Tabla 10).

Tabla 10: Actividad antioxidante de las plantas en estudio

Extracto CEso mg/mL
B. officinalis 255.74 £5.24
C. nuttalliae 382.30 £8.32
T. americana var. mexicana 8.84 £1.05
P. sanctum 482.30 £ 9.38
Tocoferol (control positivo) 9.34 +2.02
N=3,+=D.E.
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8.DISCUSION

La diabetes es un serio desorden metabdlico y una gran preocupacion a
nivel mundial, para su tratamiento se han utilizado farmacos
frecuentemente con efectos secundarios indeseables como pueden ser
nauseas, vomito, dolor abdominal, entre otras (Dickinson, 2018), por este
motivo una gran parte de la poblacion afectada por esta enfermedad ha
recurrido a las plantas medicinales utilizadas de forma tradicional y en
ocasiones totalmente empirica suponiendo su uso seguro y libre de efectos
secundarios. Se han reportado casos exitosos al tratar la diabetes con
plantas medicinales, por lo cual se ha llevado a cabo la evaluacion de un
gran numero de estas en la busqueda de compuestos bioactivos con
posible actividad antidiabética, sin embargo es importante descartar un
efecto toxico (Wesam et al, 2016).

B. officinalis fue reportado previamente como no toxico sobre A. salina lo
cual concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo (Leos-Rivas,
2011), en cuanto a las otras plantas utilizadas en este estudio no se
encontraron reportes previos de toxicidad, sin embargo en el ensayo de
letalidad sobre A. salina de C. nuttalliae y T. americana mostraron
diferentes grados de toxicidad mientras que B. officinalis y P. sanctum no
presentd toxicidad de acuerdo a la clasificacién reportada por Syahmi y
cols. (2010) en funcion de su valor de CLso (0 — 100 pg/mL alta, 100 — 500
ug/mL moderada, 500 — 1000 pug/mL ligera y un valor superior a 1000 pug/mL
no téxico) (Syahmi et al, 2010). Las medicinas herbales y los componentes
de las plantas con una toxicidad insignificante y sin efectos secundarios son
una opcion para el tratamiento de esta enfermedad a nivel mundial (Gupta
y De, 2012).

Por otro lado, se ha asociado la presencia de ciertos compuestos quimicos
con diversas actividades, en este estudio los 4 extractos evaluados
mostraron la presencia de flavonoides y azucares en su perfil fitoquimico.

Se ha asociado la presencia de flavonoides en T. americana con actividad
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anticonvulsivante (Cardenas-Rodriguez et al, 2014), ansiolitica, sedante
(Aguilar-Hernandez et al, 2007), antioxidante, como la quercitrina,
isoquecitrina, kaempferol, astragalina, tilirosida, quercetin-3,7-O-
dirhamnosida y kaempferol-3,7-O-dirhamnosida (Pérez-Ortega et al, 2008;
Aguirre et al, 2010) y con efectos neuroprotectores (Angeles-Lépez et al,
2013), en este estudio de T. americana, se identificé también la presencia
de este tipo de compuestos (flavonoides) que pudieran ser responsables
de la alta actividad antioxidante demostrada para esta planta con una CEsg
8.84 mg/mL.

A su vez a B. officinalis se le ha reportado actividad antigenotoxica,
antioxidante, antibacteriana, antiinflamatoria y anticancerigena asociadas a
la presencia de acidos fendlicos, flavonoides, esteroles, acido rosmarinico
y acidos grasos (acidos a-linolénico, acido v-linolénico y acido stearidonico)
entre otros compuestos (Peiretti et al, 2004; Gilani AH et al, 2007; Asadi-
Samani et al, 2014), en este estudio el extracto de B. officinalis también
presentd compuestos quimicos de tipo flavonoides y sesquiterpenlactonas,
sin embargo este extracto mostro poca actividad antioxidante.

P. sanctum presentd una muy baja actividad antioxidante a pesar de
contener compuestos tipo flavonoides los cuales se han reportado
asociados a dicha actividad en otras plantas dentro de la misma familia
Piperaceae (Garcia et al, 2007; Chitnis et al, 2007; Noriega et al, 2016). Asi
mismo C. nuttalliae presenté baja actividad antioxidante, Chairez y Jimenez
(2013) demostraron que esta planta procesada puede mejorar la propiedad
de antioxidante natural o induce a la formacién de nuevos compuestos con

capacidad antioxidante y en nuestro caso fue en crudo (Tundis et al, 2007).

El efecto antioxidante de plantas usadas en el tratamiento de la diabetes
fue demostrado por Letitia et al, 2002. De acuerdo a estos autores, el
beneficio de los antioxidantes en la prevencion de las complicaciones por
diabetes apoya y valida el uso de la medicina tradicional. Los antioxidantes
son importantes en la prevencion de la diabetes, los bajos niveles de
antioxidantes en plasma son implicados como un factor de riesgo para el

desarrollo de la enfermedad, mientras que a lo largo del desarrollo de la
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diabetes se han registrado niveles altos de radicales libres circulantes (Letiti
et al, 2002; Torres-Gonzalez et al, 2011).

Los polifenoles y flavonoides presentes podrian intervenir en el efecto
hipoglucemiante de las plantas que los contienen, porqué el aumento de
estrés oxidativo de la diabetes mellitus es propuesto como una de las
principales causas de la hiperglucemia en un organismo. La hiperglucemia
estimula la formacién de las especies reactivas de oxigeno desde una
variedad de fuentes: la fosforilacion oxidativa, autooxidacién de glucosa,
NAD(P)H oxidasa, lipoxigenasa entre otras. Se sabe que los islotes
pancreaticos contienen cantidades relativamente pequefas de las enzimas
antioxidantes, como la superoxido dismutasa (SOD), varias formas
comunes (CuZnSOD, Mn-SOD), catalasa y glutatiéon peroxidasa, debido al
bajo nivel de expresion de las enzimas antioxidantes, las células beta estan
en riesgo mayor del dafo oxidativo que los tejidos que tienen mayores
niveles de proteccion antioxidante (Mazumder et al, 2012; Castro et al,
2014), esta es la razdn por la que gobiernos como el de Brasil promueve el

uso de plantas medicinales para el tratamiento de diabetes mellitus .

Al evaluar la actividad antidiabética en el dafo inducido a ratas por aloxano
se observo que solo tres plantas presentaron dicha actividad. En estudios
realizados a T. americana la actividad antidiabética no ha sido reportada y
en este trabajo a la dosis de 500 mg se logro tener dicha actividad, aunque
presentd moderada toxicidad. A esta misma dosis B. officinalis también
demostré actividad antidiabética sin presentar toxicidad, se ha descrito que
esta planta es una fuente vegetal rica en acido gamma-linolénico que ha
sido usada como medicamento para tratar diversas enfermedades como:
diabetes, eczema local, enfermedades del corazén, mastalgia ciclica,
artritis y esclerosis multiple (Bhathena, 1992; Horrobin, 1992); este
compuesto se encuentra en forma abundante en el aceite de las semillas

de B. officinalis en forma de triglicéridos.

Por otro lado, se ha reportado en especies del género Piper diversas
actividades, como es el caso de P. auritum en el cual se encuentran

presentes terpenos, flavonoides, aceites esenciales y alcaloides los cuales
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han sido relacionados con actividad hipoglucemiante (Navarro et al, 2003;
Andrade-Cetto y Heinrich, 2005; Garcia et al, 2007), también es el caso de
Piper danieli-gonzalezii que mostrd propiedades tanto leishmanicida como
antioxidante debido, probablemente a la presencia de fenoles y alcaloides
(Cardona et al, 2013); mientras que en P. sanctum solo se ha reportado
actividad antibacteriana relacionada con la presencia de alcaloides y
lactonas (Mata et al, 2004).

De las 4 plantas estudiadas, el extracto de P. sanctum fue el que presentd
un mayor efecto antidiabético con una menor dosis (250 mg/kg). Siendo
este el primer reporte de esta actividad para esta especie del género Piper.
Aunque ya diversas plantas de la familia Chenopodiaceae han sido
reportadas con efecto antihiperglicémico como Anabasis articulata
(Kambouche et al, 2009), inhibidores de la alfa amilasa (Salsola Kali, S.
soda y S. oppositifolia) (Tundis et al, 2007) y antidiabético (Atriplex halimus)
e hipoglucemiante (Chenopodium ambrosioides) (Chikhi et al, 2014). En
este estudio se evalud el posible efecto antidiabético de un extracto
metandlico de la parte aérea de Chenopodium nuttalliae, el cual resultd
negativo a las dos dosis evaluadas ademas fue altamente toxico segun la
prueba de A. salina a las dos dosis evaluadas.

En resumen, B. officinalis, T. americana var mexicana y P. sanctum
presentaron actividad antidiabética. Es posible atribuir dicha actividad a la
presencia de compuestos tipo flavonoides presentes en las plantas en
estudio, los cuales ya han sido asociados a una potencial actividad
hipoglucemiante (Shewamene et al, 2015), por lo cual se requiere realizar
mas estudios para definir los posibles metabolitos responsables de la
accion antidiabética de las plantas evaluadas.
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9. CONCLUSIONES

En los extractos metandlicos crudos de la parte aérea de las plantas
de estudio, se encontrd la presencia de: flavonoides, polifenoles,
sesquiterpenlactonas, alcaloides, esteroides, azucares que han sido

reportados con actividad hipoglucemiante y antioxidante.

Tilia americana var. mexicana y Chenopodium nuttaliae y las otras

dos no fueron toxicas: Borago officinalis y Piper sanctum (DLso>1000

ppm)

Los extractos metandlicos de T. americana y B. officinalis
presentaron actividad hipoglucemiante a una dosis de 500 mg/kg de
peso; y P. sanctum presentd esta actividad a una dosis menor de

250 mg/kg de peso.

T. americana var. mexicana fue la que presentd6 mayor actividad
antioxidante de las plantas en estudio y similar que el tocoferol que

es utilizado como control positivo.

64



*

10. PERSPECTIVAS

Aislar e identificar los compuestos de Piper sanctum por su actividad

hipoglucemiante mostrada en el ensayo.

Aislar e identificar los compuestos de Tilia americana var. mexicana

con mayor capacidad antioxidante y ensayarlos in vitro o ex vivo.

Investigar si los compuestos de Tilia americana var. mexicana
tiene capacidad de revertir el dafio en enfermedades causadas por
estrés oxidativo (cancer y/o diabetes) en modelos ex vivo.

Estudiar los posibles mecanismos de accion de los compuestos
aislados de Piper sanctum implicados en la actividad

hipoglucemiante.
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