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CAPIiTULO 1

INTRODUCCION

La diabetes fue descrita por primera vez en el papiro de Ebers
descubierto en la tumba de Tebas en 1862, cuya escritura esta fechada

entre 3000 y 1500 a.C"2.

La primera utilizacion del término de “Diabetes Mellitus” se atribuye a
Aretaeus de Cappadocia y Apolonius de Menfis durante el siglo Il d.C. El
término diabetes proviene de las raices griegas, “dia” (a través) y “betes”
(pasar), debido a que en esta enfermedad los nutrientes pasan a través del
sistema urinario sin ser utilizados. “Mellitus” es una palabra del latin que se

refiere a “miel” o “dulce” 2.

La diabetes mellitus es un sindrome metabdlico caracterizado por la

presencia de hiperglucemia cronica, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia,

trastornos circulatorios subsecuentes, insuficiencia renal entre otros.

La Asociacion Americana de Diabetes, estandarizé la clasificacion de la

diabetes en diabetes mellitus tipo | y tipo Il (Tabla 1)




Diabetes Mellitus Tipo | Diabetes Mellitus Tipo Il

Relacionada con la inmunidad Gestacional

Ideopatica Factores genéticos

Factores endocrinos

Por farmacos o quimicos

Por infecciones

Tabla 1.Clasificacion de la diabetes de acuerdo a la Asociacion Americana
de Diabetes.

La Diabetes es un importante problema de salud en el mundo entero,
ya que aproximadamente el 5% de la poblacion mundial padece diabetes.
De acuerdo al envejecimiento de la poblacién y a los malos habitos de vida
actual, las proyecciones mundiales sugieren que mas de 300 millones de
personas tendran diabetes para el afio 2025 y el costo global de tratar esta

enfermedad y sus complicaciones alcanzara un trillén de délares anuales®”’.

Ha recibido especial atencién debido a su prevalencia e incidencia a
nivel mundial y en especial en México, pais en donde ocupa un lugar

destacado en la morbimortalidad, siendo actualmente la principal causa de

muerte, superando al cancer y problemas cardiovasculares®®.




De acuerdo a los reportes del INEGI, la incidencia de mortalidad en
mujeres debida a diabetes mellitus en el afio 2003 fue de un 15.45% (61.8
casos de muerte por cada 100,000 mujeres) y ocupé el primer lugar en

incidencia de mortalidad (Tabla 2)°

‘ Tabla 2

Las 10 principales causas de mortalidad en mujeres.

No. Causa Defunciones Tasa* %
1 . | Diabetes mellitus 32,354 61.8 15.4
2 |Enfermedades isquémicas del corazén 22,758 43.5 10.9
| l 3 | Enfermedad cerebro vascular 14,239 27.2 6.8
4 | Enf. pulmonar obstructiva cronica 7,827 14.9 3.7
J 5 |Afecciones peri-natales 7,039 13.4 3.4
6 |Enfermedades hipertensivas 6,653 12.7 3.2
7 |Infecciones respiratorias agudas bajas 6,381 12.2 3.0
8 [Cirrosis y enf. cronicas hepaticas 6,332 12.1 3.0
9 | Nefritis y nefrosis 4,954 9.5 24
10 |Desnutricion calérico proteica 4,663 8.9 2.2

* Tasa por 100,000 habitantes
Fuente: INEGI, Direccion General de Informacion en Salud. Secretaria de Salud, México.2003

La incidencia de mortalidad por diabetes mellitus en los hombres en el

2003 fue menor que la de las mujeres (10.3%) sin embargo, fue la segunda

causa de muerte. (Tabla 3)°®




Tabla 3
Las 10 principales causas de mortalidad en hombres.
¥
No. Causa Defunciones Tasa* %
1 | Enfermedades isquémicas del corazén 27,978 54.0 10.7
2 | Diabetes mellitus 26,730 51.6 10.3
3 |[Cirrosis y enf. crénicas hepaticas 20,478 39.5 7.9
4 | Enfermedad cerebro vascular 12,604 243 4.8
5 | Enf. Pulmonar obstructiva crénica 10,286 19.8 3.9
6 | Afecciones peri-natales 9,986 19.3 3.8
7 | Agresiones (homicidios) 8,660 16.7 3.3
8 |Infecciones respiratorias agudas bajas 7,346 14.2 2.8
| 9 |Accidentes de vehiculos de motor 7,289 14 .1 2.8
f | 10 | Nefritis y nefrosis 5,635 10.7 | 21
* Tasa por 100,000 habitantes
Fuente: INEGI, Direccién General de Informacion en Salud. Secretaria de Salud, México 2003.

La diabetes mellitus, por su hiperglucemia crénica, produce una serie
de complicaciones a corto y largo plazo tales como trastornos de la vision,
representando la primer causa de ceguera en Meéxico, trastornos de
circulacion periférica, causando una gran cantidad de incapacidades
temporales y permanentes debido a las Ulceras, necrosis e incluso

amputaciones de extremidades, teniendo un elevado costo econdémico y

social para la comunidad*®’.




Es causa de insuficiencia renal cronica, con necesidad de dialisis y
transplante renal, que en la mayoria de las veces no se pueden realizar
debido a los trastornos circulatorios concomitantes, que son una
contraindicacion para la realizacion de dicha modalidad terapéutica. La
incidencia de ataques cardiacos y apoplejias es mayor en pacientes
diabéticos. Otro trastorno asociado a la diabetes es la polineuropatia con

alteraciones sensitivas y motoras®.

Se ha descrito que en México cada 30 segundos alguien pierde una
extremidad debido a la diabetes y que 7 de cada 10 amputaciones de
piernas se realizan a personas que padecen de diabetes; 85% de las
amputaciones de extremidades inferiores van precedidas de una ulcera en el
pie. Los costos directos de una amputacion asociada al pie diabético se

encuentran entre los 30 y 60 mil délares*”.

Las complicaciones de la diabetes son tan comunes que se ha
reportado que de cada 100 personas con diabetes 14 presentan nefropatia,
10 neuropatia, 10 pié diabético (uno de cada 3 termina en amputacién) y 5
presentan ceguera. Ademas los pacientes diabéticos tienen 3 veces mas
rieégo de padecer cardiopatia o enfermedad cerebro vascular y presentan

trastornos depresivos y cambios de personalidad®*"®.

El incremento de las defunciones en México por diabetes mellitus en

los ultimos afios fue mas importante en la poblacién mayor de 55 afos y




hubo predominio del sexo femenino. Estos reportes concuerdan con lo

reportado para otros paises como Japén y Estados Unidos®®?.

Actualmente la terapéutica convencional de la diabetes mellitus
incluye tratamientos farmacolégicos tales como la administraciéon de insulina
e hipoglucemiantes orales, entre los que se encuentran las sulfonilureas
(tolbutamida, glibenclamida) que estimulan la liberacion de insulina en
pancreas, las biguanidas (metformin), que aumentan el efecto de la insulina
en tejidos periféricos e inhiben la gluconeogénesis hepatica, las
tiazolidenedioas (ciglitazona y pioglitazona) y los inhibidores de la alfa

glucosidasa (acarbosa). Los tratamientos no farmacolégicos incluyen el

control adecuado en la dieta, control de peso, realizacion de ejercicio, etc. w

El alto costo de la terapia farmacolégica de la diabetes aunado a que
el tratamiento debe continuarse toda la vida, ha hecho que el uso de plantas
en el tratamiento de ésta enfermedad y de sus complicaciones haya ganado
popularidad en las ultimas décadas. En México se han utilizado con este fin,
plantas tales como Scrocomia mexicana, Anacardium occidentale, Bidens
pilosa, Bromelia baratas, Coutarea latiflora, Eucalyptus globulus, Taraxacum

officinalaea, Valeriana mexicana, entre otras'’.

Por otro lado es conocido el uso de los hongos (macromicetos)

en la medicina tradicional oriental para el tratamiento de diversas

enfermedades entre ellas la diabetes'?"°.




Los macromicetos son hongos macroscopicos que se pueden ver a
simple vista y son considerados los mas evolucionados del reino Fungi.

Estos hongos presentan diversos tamafios, formas y colores (Figura 1).

E) F)

Figura 1. Aspecto de varias especies de macromicetos: A) Ganoderma
lucidum, B) Lentinus edodes, C) Cordyceps sinensis, D) Auricularia
auricula-judae, E) Grifola frondosa, F) Coriolus versicolor.




Los macromicetos han sido valorados alrededor del mundo tanto
como alimento asi como medicamentos naturales desde hace cientos de
anos. En paises asiaticos como China, Corea y Japén han sido utilizados en

la medicina tradicional desde hace mas de 7000 afios'®"8.

Actualmente, el uso de los macromicetos se ha extendido a un gran
namero de paises debido tanto a su aporte nutricional, como a su potencial
uso terapéutico.

El potencial terapéutico de diversas especies de macromicetos que
crecen en Oriente ha sido demostrado por diversos: grupos de
investigadores, entre las especies mas estudiadas se encuentra el Lentinus
edodes del cual se aisl6 la lentina, que es un compuesto con actividad

antineoplasica e inmunomoduladora’®'®?* (Tabla 4)

Hongos Medicinales Importantes en Oriente

Lentinus edodes

Ganoderma lucidum

Auricularia auricula-judae

Coriolus versicolor

Grifola frondosa

Tremella fuciformis

Tabla 4. Algunos macromicetos utilizados por sus propiedades medicinales en Oriente.




Dentro de los efectos terapéuticos descritos para los macromicetos se
encuentran los siguientes: hipoglucemiante, hipocolesterolemiante, antiviral,
antibacteriano, antiinflamatorio, antioxidante, inmunomodulador vy

antitumoral'>%. (Tabla 5)

Efectos terapéuticos de macromicetos de Oriente

Hipoglucemiante

Hipocolesterolemiante

Antioxidante

Hepatoprotector

Antineoplasico

Antimicrobiano y antiviral

Tabla 5. Principales efectos terapéuticos reportados para especies de
macromicetos de oriente

Entre las especies que crecen en Oriente para las cuales se ha
demostrado actividad hipoglucemiante e hipocolesterolemiante se
encuentran Ganoderma lucidum, Lentinus edodes, Pleurotus ostreatus,

Grifola frondosa y Cordyceps sinensis.'*"1%%4,
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Es de particular interés el hecho de que en nuestro pais existan
especies del género Ganoderma como lo es Ganoderma applanatum y del
género Lentinus (Lentinus lepideus) las cuales pudieran tener actividad

hipoglucemiante e hipocolesterolemiante de acuerdo a quimiotaxonomia.

Dentro de los basidiomicetos orientales mas estudiados en cuanto a

sus propiedades medicinales tenemos:

Lentinus edodes.

También conocido como Shiitake, es el segundo hongo comestible
mas cominmente producido en el mundo. Su uso en Asia data desde hace
mas de 2000 afios. De este macromiceto se aislé la lentina, compuesto
patentado por actividad antineoplasica la cual estda mediada por la

estimulacion del sistema inmune'®%%2!,

Se ha demostrado que glucoproteinas contenidas en la biomasa de
este macromiceto son los compuestos responsables de los efectos

hipoglucemiantes.

Otros efectos reportados para este hongo son inmunomoduladores,

antineoplasicos, hipocolesterolemiantes, hepatoprotector, asi como,

14,22-27, 28

actividad antimicrobiana, antiviral y antitrombética
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Ademas de la lentina, de este macromiceto también se asil6 un
compuesto  denominado eritadenina caracterizado por producir una

disminucion de los niveles de colesterol en plasma®.

Se ha reportado que dosis altas de eritadenina pueden causar la
disminuciéon de lipoproteinas de muy baja densidad y que de manera
semejante a la proteina de la soya, la eritadenina reduce los niveles
sanguineos de colesterol, disminuyendo la tasa de conversion de

fosfatidilcolina a fosfatidiletanolamina en los microsomas hepaticos™.

Varios estudios clinicos realizados con extractos de Lentinus edodes
en Japoén, han mostrado decrementos importantes en el colesterol sérico en

mujeres jévenes y personas mayores de 60 afios de edad’®.

Ganoderma lucidum.
Es un importante hongo medicinal perteneciente a la familia

Ganodermatacea, el cual ha sido usado con diversos fines terapéuticos ',

Este macromiceto conocido como Reishi, ha sido empleado en

China, Corea y Japoén con fines terapéuticos desde hace cientos de afios.

Se ha demostrado el efecto benéfico de los extractos de Ganoderma

lucidum en el tratamiento del cancer, hipertension, hipercolesterolemia asi

26,34-39

como su efecto hepatoprotector y antibacteriano
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De particular interés para este trabajo es el efecto hipoglucemiante
producido por glicoproteinas aisladas de este hongo asi como su efecto

hipocolesterolemiante'3343%

En resumen se ha demostrado que los extractos de Ganoderma
lucidum mostraron actividad hipoglucémica al incrementar la insulina

plasmatica en la diabetes inducida por aloxana en ratones™.

Grifola frondosa.
Conocido también como Maitake, se encuentra comiunmente en el
Este de Estados Unidos, Europa, Asia y raramente en el oeste de Estados

Unidos.

Inicialmente los recolectores de Maitake en Jap6n guardaban
celosamente y nunca divulgaban su localizacién, hasta que se desarrollaron
"las técnicas de cultivo en 1979, y se produjo en grandes cantidades por los

cultivadores japoneses'®.

De este macromiceto se han aislado o- y B-D-glucanos,
predominando los segundos como componente mayoritario, ademas de

contener grifolan, grifolin-LE, proteinas, lectina, 5" nucleétidos, lipidos, entre

41-43

otros
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Se usa por sus propiedades para disminuir la presion sanguinea,
disminucién de lipidos plasmaticos, efecto hepatoprotector, disminucién de la
glucosa plasmatica, estimular el sistema inmune y propiedades

antineopldasicas, entre otros usos**4°.

Ganoderma applanatum:

Es un hongo comun en América. Su nombre lo recibe por lo aplanado
de su forma. Contiene varios compuestos esteroides tales como ergosterol,

triterpenoides tales como el acido Ganoderenico y furanoganoderico46.

Ha demostrado tener propiedades inmunoestimulantes en estudios en
animales. Los polisacaridos que posee estimulan la actividad antitumoral y la

respuesta celular de anticuerpos'’18:26.27:47.48.77

Se ha usado en la medicina tradicional China para tratar el cancer de

esofago. También se le describen propiedades antimicrobianas e

hipoglucemiantes*” ¢

Modelos de Diabetes experimental en animales:
Se han descrito diferentes procedimientos para inducir diabetes
experimental en animales. Entre ellos tenemos a los procedimientos

quirargicos, tales como la pancreatectomia total y subtotal, la diabetes
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hipofisaria y meta hipofisaria, diabetes producida por sustancias quimicas
tales como estreptozotocina y aloxana, diabetes tiroidea y metatiroidea,

diabetes esteroidea y la diabetes espontanea experimental®'.

El modelo de diabetes experimental con aloxana es uno de los que
mas se encuentran reportados en la literatura ya que produce un cuadro

semejante al que se presenta en la diabetes en el humano.

Diabetes por aloxana:
En las investigaciones de Glasgow en 1943 se describidé la accion
diabetégena de la aloxana. La aloxana es un compuesto que proviene de la

degradécic’m del acido urico y su formula es CNHO-COCOCNHO.

La aloxana produce necrosis de los islotes con desaparicion de las
células beta. Los fenédmenos posteriores a su administracion siguen tres
etapas:

En las primeras 4 horas posteriores a la administracion, se presenta
un aumento de la glicemia seguido de una segunda fase con un descenso

progresivo y prolongado de la misma.

En la tercera fase se manifiestan los signos de la diabetes:
hiperglucemia, glucosuria y cetosis las cuales se completan, en general, a

las 48 horas.

IR TS T SR e T

e
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La aloxana afecta directa y selectivamente a las células beta de los

islotes de Langerhans, respetando a las células alfa y delta.

La necrosis de las células beta se inicia de inmediato y se completa

en las primeras 48 horas posteriores a la administracion de aloxana.

En los animales refractarios a la accién de la aloxana, la diabetes es
transitoria y las lesiones degenerativas mejoran lentamente. Este modelo
produce complicaciones similares a las que se producen en las diabetes

humanas.

México es un pais destacado por su alta diversidad de hongos, y se
considera que existen en el pais 200,000 especies, de las cuales se conocen
aproximadamente 7000 que se han estudiado y clasificado

taxonomicamente*®°°,

Considerando los antecedentes de actividad hipoglucemiante e
hipocolesterolemiante de especies de macromicetos que crecen en oriente,
se decidié llevar a cabo el estudio sistétmico de tres especies de
macromicetos del Noreste de México con el fin de evaluar su actividad

hipoglucemiante e hipocolesterolemiante y determinar su utilidad como

posibles fuentes de compuestos con potencial farmacolégico.
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En base a criterios quimiotaxonémicos y etnofarmacol6gicos, en esta
investigacion se decidi6 evaluar el efecto hipoglucemiante e
hipocolesterolemiante de los macromicetos: Lentinus lepideus, Calvatia

cyathiformis 'y Ganoderma applanatum del Noreste de México en un

modelo de diabetes experimental inducido con aloxana.
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OBJETIVO GENERAL ;

Evaluar el efecto hipoglucemiante e hipocolesterolemiante de Lentinus

lepideus, Calvatia cyathiformis y Ganoderma applanatum del Noreste de

México.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Cultivar los macromicetos en fase acuosa in vitro a partir de muestras

obtenidas de los cultivos en fase sélida.

2.- Obtener extractos acuosos y metanélicos a partir de biomasa (micelio) de

los macromicetos.

3.- Establecer el modelo de diabetes experimental en ratas.

4.- Evaluar el efecto de los extractos acuosos y metandlicos de los

macromicetos sobre los niveles plasmaticos de glucosa y colesterol.

5.- Fraccionamiento inicial biodirigido de los extractos con mayor actividad o

de particular interés.

6.- Evaluar el efecto de las fracciones obtenidas sobre los niveles

plasmaticos de glucosa y colesterol.

7.- Realizar un analisis fitoquimico biodirigido de las fracciones mas activas

o de particular interés.
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 MATERIAL BIOLOGICO

2.1.1.1 Material fangico

Los macromicetos evaluados en este estudio fueron
obtenidos a partir de cultivos de carpéforos frescos de
Ganoderma applanatum, Calvatia cyathiformis y Lentinus
lepideus, los cuales fueron recolectados en los bosques
templados de coniferas y encinos del municipio de Galeana,
N.L. en el afio 2001. Los hongos fueron aislados, clasificados
taxonémicamente y registrados en el Departamento de

Silvicultura de la Facultad de Ciencias Forestales de la

U.A.N.L., campus Linares.

e Sy v




2.1.1.2 Animales

Se utilizaron ratas Wistar machos de 8 semanas de edad,
con un peso promedio de 100 + 20 g, las cuales fueron
obtenidas del bioterio del Departamento de Farmacologia y
Toxicologia de la Facultad de Medicina, de la U.A.N.L. Los
animales fueron colocados en jaulas de acrilico con tapa de
rejillas metalicas y se mantuvieron a una temperatura de 22 a
24 °C, con ciclos de Iluz-oscuridad de 12 horas, con

alimentacién y agua ad libitum.

2.1.2 MATERIAL Y EQUIPO

Algodén

Agitadores magnéticos

Autoclave (Marke Forge Sterilmatic)
Balanza analitica (Mettle-Toledo AB204)
Balanza granataria (Mettle-Toledo PB3002)
Batidora manual (Braun multiquick)

Bolsas de celofan de diferentes tamafios
Cajas de Petri desechables (Corning)
Campana de Flujo laminar (Labconco)
Centrifuga Spinchrone (Beckman)

Cinta testigo para autoclave

Cubeta de cuarzo con un trayecto 6ptico de 1 cm

Embudos
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Equipo de diseccioén

Espectrofotometro UV-VIS, modelo DU-7500 (Beckman)
Frascos de vidrio de 100, 250 y 500 mL (Pirex)
Glucémetro (Accuntrend GCT)

Gradillas

Guantes desechables (Protec)

Jaulas de acrilico con rejillas de metal

Jeringas estériles de 1, 3y 5 mL (BD)

Liofilizador VirTis Freezemobile 12 mod. 6211-0120 (Labconco)
Matraces Erlenmeyer de 250 y 500 mL (Pirex)

Matraces para liofilizar de 150 mL (Labconco)
Micropipetas de 10-100, 20-200, 100-1000 y 1000-5000 pL
(Eppendorf)

Papel aluminio

Papel filtro numero 1 (Whatman)

Parafilm (Pechiney Plastic Packaging)

Pipetas serolégicas de 5, 10 y 25 mL (Pirex)

Pipetas Pasteur de vidrio y desechables (Kimble)

Placa de calentamiento con agitador magnético (Sigma)
Potenciémetro e50pHmeter (Beckman)

Probetas de 25, 50, 100 y 500 mL (Pirex)

Puntas para micropipetas (Eppendorff)

Rotavapor 011 (Bdchi)

Tiras para determinar glucosa (Accutrend)
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i
Tiras para determinar colesterol (Accutrend) %]
Tiras para determinar pH (Macherey-Nagel) ‘
Tubos de vidrio de 5y 10 mL (Pirex) |
Tubos para centrifuga |
Vasos de precipitado de 100, 250, 500, 1,000 y 3,000 mL

(Pirex)

Vértex (American Scientific Products)

2.1.3 REACTIVOS {
2.1.3.1 Reactivos para el cultivo in vitro de Ilos

macromicetos

Acido citrico (PQM)
l’ Agar (DIFCO)
[ Agua destilada
: Cloruro de calcio (Merck)
Cloruro férrico (Sigma)
Cloruro de sodio (Sigma)
D-(+) Glucosa (Sigma)
Extracto de levadura (Bioxé6n)
Extracto de malta (Bioxén)
Fosfato de amonio (Sigma)
Fosfato de potasio monobasico (Sigma)

Fosfato de sodio dibasico (Baker)

Hidrocloruro de tiamina (Sigma)
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Sulfato de magnesio heptahidratado (PQM)

2.1.3.2 Reactivos para el fraccionamiento
Acido acético glacial (Fermont)

Agua bidestilada

Etanol (Fermont)

Hidréxido de sodio (Sigma)

Metanol (Fermont)

Oxalato de amonio (Fermont)

2.1.3.3 Reactivos para la determinacién de proteinas
Albumina sérica bovina (Sigma)

Carbonato de sodio (Merck)

Hidréxido de sodio (Sigma)

Reactivo de Folin-Ciocalteu (Sigma)

Sulfato de cobre (Sigma)

Tartrato de sodio y potasio (Sigma)

2.1.3.4 Reactivos para la determinaciéon de carbohidratos
Acido sulfarico (Sigma)

Agua bidestilada

Fenol (PQM)




2.1.3.5 Reactivos para establecer el
experimental.
Aloxana (Sigma)

NaCl al 0.9% (PISA)

24

modelo de diabetes
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2.2 METODOS

2.2.1 Preparacion del medio de cultivo sélido.
Para la preparaciéon del medio se utiliz6 el medio de
Melin-Norkrans modificado, a pH 6.5, con agar bacteriol6gico

para solidificar. ElI medio se esteriliz6 colocandolo en la

autoclave por 15m., y se colocé en cajas de Petri estériles®?.

2.2.2 Preparacion del medio de cultivo liquido.
El medio de cultivo liquido se preparé igual que el medio
s6lido, unicamente se elimin6é el agar. Y este se colocé en

matraces Erlen-Meyer estériles.

2.2.3Cultivo de los macromicetos en medio sélido.

El cultivo de Ilos macromicetos fue realizado en
condiciones de esterilidad, dentro de una campana de flujo
laminar y material estéril. A partir de las cepas puras de
Ganoderma applanatum, Calvatia cyathiformis y Lentinus
lepideus, se tomaron muestras del micelio del hongo con un

bisturi estéril, las cuales fueron colocadas en las cajas de Petri
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que contenian medio modificado de Melin Norkrans, a pH de

6.5, utilizando agar como medio solidificante. Posteriormente,
las cajas fueron selladas con parafilm y se incubaron durante 1

mes a 25°C, con ciclos luz-oscuridad de 12 horas.

2.2.4 Cultivo de los macromicetos en medio liquido.
El cultivo en medio liquido fue realizado a partir de los
macromicetos obtenidos en el medio sélido y en condiciones de

esterilidad.

Del medio s6lido de cada cepa se obtuvieron discos o

inéculos que fueron depositados en matraces Erlen-Meyer de

500 mL que contenian 150 mL de medio modificado de Melin-

Norkrans, a pH de 6.5.

Posteriormente, los matraces fueron sellados con tapones
de gasa estéril y papel aluminio y se incubaron durante 2

meses a 25 °C, con ciclos luz-oscuridad de 12 h.

2.3.0 Obtencién de la biomasa.
Después de dos meses de crecimiento miceliar en el

medio de cultivo liquido, la biomasa fue recuperada por

filtracion y se lavd varias veces con agua destilada.
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La biomasa obtenida fue liofilizada hasta sequedad y
posteriormente, se pesd, se etiqueté y se almacendé en

oscuridad, a 25 °C.

2.3.1 Obtenciéon de los extractos metanélicos a partir de la

biomasa.

A un gramo de la biomasa seca y molida de cada
macromiceto se le realizaron tres extracciones a temperatura
ambiente, con 30 mL de metanol cada vez. Los extractos
metandlicos obtenidos fueron evaporados a presion reducida en

un rotavapor a 30 °C.

Los extractos, recuperados con agua bidestilada, fueron

liofilizados, pesados, etiquetados y almacenados a 4 °C en

oscuridad hasta su utilizacion (Figura 2).
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Extraccion con agua bidestilada
(3 veces)

Figura 2. Obtenciéon de los extractos acuosos y metanélicos a
partir de la biomasa seca de Ganoderma applanatum,
Calvatia cyathiformis y Lentinus lepideus.

2.3.2 Obtenciéon de los extractos acuosos a partir de la
biomasa.

El residuo obtenido después de realizar la extraccion
metandlica fue extraido 3 veces con agua bidestilada (25 mL).
Los extractos obtenidos fueron liofilizados, pesados,
etiquetados y almacenados a 4 °C en oscuridad hasta su

utilizacién (Figura 2).

2.4.0 Evaluacion de Ila actividad hipoglucemiante e

hipocolesterolemiante de los extractos de macromicetos.
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2.4.1 Establecimiento del modelo animal de diabetes
experimental con aloxana

Para establecer el modelo de diabetes experimental con
aloxana, se utilizaron ratas Wistar machos, de 8 semanas de
edad, 80 a 120 g de peso, a las cuales se les identifico
marcandolas con tinta indeleble. Previo a la administracién de
la aloxana los animales se mantuvieron en ayuno de 12 horas,
se realiz6 la obtencién de muestras de sangre de las venas
caudales por incision, y las muestras se recolectaron con
capilares. Para la realizacion de la medicién de los niveles
basales de glucosa y colesterol se utiliz6 un equipo portatil

Acutrend GCT®.

Posterior a la medicién y registro de los niveles basales
de glucosa y colesterol, se procedié a la administracion de la
soluciéon de aloxana a dosis de 300 mg/kg dividida en 2
administraciones de 150 mg/kg cada una, las cuales fueron
aplicadas con una diferencia de 72 horas, via intraperitoneal
(Figura 3). Las ratas permanecieron en ayuno 8 horas

posteriores a cada administracion.

A las 72 horas de la segunda administracion de aloxana

se procedi6o a realizar medicion de los niveles de glucosa y

colesterol y se seleccionaron las ratas para las cuales se logro

. o
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establecer el modelo de diabetes experimental con aloxana. El
criterio establecido para considerar que se habia desarrollado

la diabetes en los animales fue la detecciéon de niveles de

glucosa de 200 mg/dL 6 mayores.

Figura 3. Técnica utilizada para la administracién de aloxana
via intraperitoneal a ratas Wistar machos.

2.4.2 Evaluacion del efecto hipoglucemiante e
hipocolesterolemiante de los extractos acuosos Yy
metandlicos.

El efecto de los extractos sobre los niveles plasmaticos de

glucosa y colesterol se evalué en ratas Wistar macho de
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8 semanas de edad, a las cuales se les estableci6 previamente
el modelo de diabetes experimental con aloxana. Se formaron 7
grupos (n=10) para la administracion de los extractos
metandlicos y 7 grupos (n=10) para la administracion de los
extractos acuosos. Se utilizé un grupo como control positivo de
efecto hipoglucemiante, a los animales de este grupo se les
administr6 glibenclamida y un grupo control positivo de efecto
hipocolesterolemiante el cual recibié lovastatina. A los animales
del grupo control negativo se les administré el solvente
(solucidn fisiol6gica).

Los grupos formados y dosis utilizadas para Ila
administracion de los extractos acuosos se muestran en la

Tabla 6.

EXTRACTOS ACUOSOS

GRUPO TRATAMIENTO DOSIS
I - Lentinus lepideus 100 mg/kg
I Calvatia cyathiformis 100 mg/kg

I Ganoderma applanatum 100 mg/kg

v Solucién salina (control-) 0.5 mL

\ Glibenclamida (control+) 5 mg/kg

Vi Lovastatina (control +) 0.5 mg/kg
n=10

Tabla 6. Grupos formados para cada uno de los tratamientos
con los extractos acuosos.
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Los grupos formados y dosis utilizadas para la
administracion de los extractos metanélicos se muestran en la

Tabla 7.

EXTRACTOS METANOLICOS

GRUPO TRATAMIENTO DOSIS
I Lentinus lepideus 100 mg/kg
I Calvatia cyathiformis 100 mg/kg

Il Ganoderma applanatum 100 mg/kg

v Solucién salina (control-) 0.5 mL

\' Glibenclamida (control+) 5 mg/kg

Vi Lovastatina (control +) 0.5 mg/kg
n=10

Tabla 7. Grupos formados para cada uno de los tratamientos
con los extractos metandlicos.

2.4.3 Administracion de extractos acuosos y metandlicos de
Lentinus Iepideus, calvatia cyathiformis y Ganoderma

applanatum a las ratas diabéticas.

Previo a la administracion de los tratamientos con los

extractos los animales fueron puestos en ayuno de 6 horas.
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Posteriormente se tomaron muestras de sangre de la vena
caudal y se les realizaron la determinacién de los niveles
basales de glucosa y colesterol antes de la administraciéon de

cada uno de los tratamientos.

Los extractos fueron diluidos en solucién fisiolégica, a las

dosis establecidas y se administraron por sonda orogastrica

(ver figura 4).

Figura 4. Técnica utilizada para la administracion de los
extractos por sonda orogastrica a ratas Wistar machos
2.4.4 Esquema de administracion de los tratamientos.

Los tratamientos con los extractos de las especies
evaluadas y controles, fueron administrados diariamente,

durante 5 dias, entre las 8 y 10 horas.
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Los grupos control negativo recibieron el solvente

(solucidn fisiolégica) en que se disolvieron los extractos.

2.4.5 Medicion de niveles plasmaticos de glucosa y
colesterol.
La medicion de los niveles plasmaticos de glucosa y
colesterol se realizaron en tres tiempos cada dia: nivel basal,
previo a la administracion de cada tratamiento, y a las 3 y 6

horas posteriores a la administracion de cada tratamiento,

durante los 5 dias de duracién del ensayo clinico (figura 5).

Figura 5. Técnica utilizada para la obtencion de sangre de la
vena caudal de la rata.
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2.5.0 Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante un analisis de varianza
(ANOVA) y se hicieron comparaciones multiples por el método
de Tukey, a través del programa Statistical Package for the
Social Science (SPSS). Se utiliz6 un nivel de significancia

menor de 0.05 para establecer diferencia significativa.

2.6.0 Fraccionamiento inicial biodirigido de Lentinus
lepideus.
El fraccionamiento de Lentinus lepideus se realizé de
acuerdo al método estandar para el fraccionamiento de
polisacaridos solubles e insolubles en agua, reportados por

Mizuno 1986°3,

A partir de un gramo de biomasa seca y molida de
Lentinus lepideus se realizaron extracciones metandlicas y

acuosas como se describié anteriormente.

El extracto metandlico se etiqueté como E1 y el extracto
acuoso como E2, ambos se almacenaron a 4 °C protegidos de
la luz. El residuo que se obtuvo al filtrar el extracto acuoso se
extrajo tres veces con 25mL de oxalato de amonio al 1% cada
vez, el extracto obtenido se etiqueté como E3, se liofiliz6 y se

almacené a 4 °C protegido de la luz.
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El residuo que se obtuvo al filtrar el extracto de oxalato
de amonio se extrajo tres veces con 25 mL de hidroxido de
sodio al 5% cada vez, y el extracto obtenido se etiqueté como

E4, se liofilizé y se almacené a 4 °C protegido de la luz.

2.6.1 Precipitacion Fraccionada.

2.6.2 Obtencion de fracciones Fl y FlIl.

Los extractos E2 y E3 se disolvieron en 25 mL de agua
bidestilada, posteriormente se les adicioné un volumen de
etanol a 4 °C, hasta la formacién de un precipitado, los
precipitados obtenidos a partir de E2 y E3 se recuperaron por
centrifugacién a 10,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Los
precipitados se dializaron, se liofilizaron y se etiquetaron como
Fl y Fll respectivamente y se almacenaron a 4 °C protegidos de

la luz.

2.6.3 Obtencion de fracciones Flll y FIV

El extracto E4 se disolvié en 25 mL de agua bidestilada y
se le agreg6 acido aceético glacial al 50% para ajustar el pH a 6,
inmediatamente se observé la formacién de un precipitado el
cual se separdé por centrifugacion a 10,000 rpm durante 10

minutos a 4 °C.
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El precipitado se dializ6, se liofiliz6, se etiqueté como
Flll y se almacen6 a 4 °C protegido de la luz. Al sobrenadante
obtenido en el paso anterior se le agregé un volumen
equivalente de etanol y se mantuvo 4 °C hasta la formacion de
un precipitado, el cual se recuperé por centrifugacion, se
liofiliz6, se etiqueté como FIV y se almacené a 4 °C protegido

de la luz.

2.7.0 Evaluacion de la actividad biolégica de las fracciones

Fl, Fll, Flll y FIV.

Para cada una de las fracciones se evalué la actividad
biolégica midiendo el efecto hipoglucemiante e

hipocolesterolemiante.

El método seguido para evaluar la actividad biolégica de
las fracciones FI, Fll, Flll y FIV fue el mismo que se describid
anteriormente para la evaluacién de los extractos acuosos y
metandlicos de Lentinus lepideus, Calvatia cyathiformis y

Ganoderma applanatum.

2.8.0 Rastreo fitoquimico biodirigido de Lentinus lepideus

De acuerdo a los reportes existentes en la literatura,

las sustancias aisladas de macromicetos orientales que han
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mostrado efecto hipoglucemiante corresponden a glicoproteinas.

En base a ello se decidié realizar un analisis fitoquimico
biodirigido orientado hacia la determinacion del contenido de
proteinas y carbohidratos en las fracciones Fll y Flll que fueron

las mas activas.

2.8.1 Determinacion de proteinas.
La determinacién de proteinas se efectué mediante el
méto_do de Lowry. Este método se basa en la formacién de un
complejo coloreado con las proteinas, que puede ser medido

espectrofotométricamente a una longitud de onda de 750 nm®*.

La reaccion se lleva a cabo en 2 etapas:

a) Los iones Cu?*, en medio alcalino, se unen a las proteinas,

formando complejos con los atomos de nitrégeno de los enlaces
peptidicos. Esto provoca un desdoblamiento de la estructura

tridimensional de la proteina, dando lugar a la exposiciéon de los

residuos fendlicos de tirosina que participan en la segunda fase

de la reaccion.

b) El reactivo de Folin-Ciocalteau se reduce, también en medio alcalino,
por accién de los grupos fendlicos de los residuos de tiroxina. El principal

constituyente de este reactivo es el acido fosfomolibdotingstico, que

al ser reducido, forma una serie de 6xidos azules de tungsteno y molibdeno.
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2.8.2 Preparacion de la muestra a analizar.
La muestra del extracto liofilizado se disolvi6 en agua a una

concentracion de 0.125 mg/ml.

2.8.3 Medicion de proteinas totales.

Se preparé una solucién stock de albumina a una concentracién de
100 pgr/ml. Se prepararon la solucién C y el reactivo de Folin-Ciocalteau. Se
elabor6 una curva de calibraciéon con distintas concentraciones de albumina,
se preparo la muestra en otro tubo y se le afadié6 agua hasta completar
1 mL; posteriormente, se agrego la solucion C, se agité en vortex y se dejo
reposar por 15 minutos. Se afadié el reactivo de Folin a cada tubo, se agité
en vortex y se incubé a temperatura ambiente por 20 minutos; pasado este
tiempo se midié la absorbancia espectrofotométroica a una longitud de onda

de 750 nm.

2.8.4 Determinacion de carbohidratos.

La determinacién del contenido de carbohidratos en la muestra, se
llevé a cabo mediante la técnica del fenol-sulfurico. Esta técnica se basa en
la formacién de furfural, como consecuencia de la deshidratacion de los
carbohidratos en presencia de acido sulfirico y la posterior condensacion
con fenoles, dando como productos compuestos de color intenso cuya

absorbancia es medida espectrofotométricamente a una longitud de onda de

490 nm®.

- P —
T e ——
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2.8.5 Preparacion de las muestras a evaluar.
Se preparé una solucién en agua a una concentracion de 0.25 mg/mL

de la muestra de las fracciones liofilizadas.

2.8.6 Medicion del contenido de carbohidratos.

Se prepar6 un estandar de glucosa a una concentracion de 1 pg/uL y
una solucion de fenol al 5 %. Se prepar6 una curva de calibracién con
distintas cantidades del estandar de glucosa; en otro tubo se colocd la
muestra a evaluar. A cada tubo se le afiadi6 agua hasta completar 100 pL,

300 pL de fenol y 2.5 mL de H2SO,.

Posteriormente, se agitaron en vortex y se dejaron reposar durante 30

minutos a temperatura ambiente la absorbancia se midié

espectrofotométricamente a una longitud de onda de 490 nm.




CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Material fangico.

La figura 6 muestra el aspecto de los carpéforos de
Lentinus lepideus, Calvatia cyathiformis y Ganoderma
applanatum. Estos Macromicetos fueron clasificados
taxonémicamente y registrados en el Departamento de
Silvicultura de la Facultad de Ciencias Forestales de la

U.A.N.L., campus Linares.

Ganoderma applanatum

Figura 6. Aspecto de los carpéforos de las especies de
macromicetos evaluadas.
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3.2 Cultivo in vitro de macromicetos.
3.2.1 Cultivo de macromicetos en medio sélido.

En la Figura 7 se muestra el crecimiento miceliar de
Lentinus lepideus, Calvatia cyathiformis y Ganoderma
applanatum en medio sélido de Melin Norkrans, incubados a
25°C, durante 3 a 4 semanas. En estos cultivos se utiliz6 agar

como agente solidificante.

C)

Figura 7. Aspecto del crecimiento miceliar de macromicetos en medio sélido:
A) Lentinus lepideus, B) Calvatia cyathiformis y C) Ganoderma
applanatum.
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En la figura 8 se muestra el crecimiento miceliar de Lentinus lepideus,

.

3.2.2 Cultivo de macromicetos en medio liquido.

Calvatia cyathiformis y Ganoderma applanatum en medio liquido de Melin

Norkrans e incubados a 25 °C durante 2 meses.

C)

Figura 8. Aspecto de los cultivos de macromicetos en medio liquido. 1
A) Lentinus lepideus, B) Calvatia cyathiformis y C) Ganoderma applanatum. f




3.3 Obtencion de biomasa de macromicetos.
En la figura 9 se muestra el aspecto de la biomasa filtrada de Lentinus
lepideus, Calvatia cyathiformis y Ganoderma applanatum, obtenidas a los 2

meses de incubacion a 25 °C.

C)

Figura 9. Aspecto de la biomasa filtrada: A) Lentinus lepideus, B) Calvatia
cyathiformis y C) Ganoderma applanatum.
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3.4 Obtenciéon de extractos acuosos y metandlicos de Lentinus

lepideus, Calvatia cyathiformis y Ganoderma applanatum

Las extracciones acuosas y metandlicas se realizaron a partir de la
biomasa seca y molida de Lentinus lepideus, Calvatia cyathiformis y

Ganoderma applanatum.

En la tabla 8 se muestran las cantidades obtenidas (mg) y el % de
recuperacion de los extractos metandélicos a partir de 1 g de biomasa seca

de Lentinus lepideus, Calvatia cyathiformis y Ganoderma applanatum.

Cantidad Recuperacion
Extractos metandlicos obtenida (%)
(mg)
Lentinus
lepideus 564+5 55
Calvatia
cyathiformis 35+5 3.5
Ganoderma
applanatum 5415 e

Tabla 8. Miligramos (mg) y porciento de recuperacion (%) de extractos
metandlicos

En la tabla 9 se muestran las cantidades obtenidas y el porciento de

recuperacion de extractos acuosos a partir de 1 g de biomasa seca de

Lentinus lepideus, Calvatia cyathiformis y Ganoderma applanatum.




Cantidad Recuperacion
Extractos acuosos obtenida (%)

(mg)

Lentinus

lepideus 1185 1.8

Calvatia
141 +7 14 .1

cyathiformis

Ganoderma

applanatum 126 +7 12.6

Tabla 9. Miligramos (mg) y porciento de recuperacion (%) de extractos
acuosos.

3.5 Evaluacion de la actividad hipoglucemiante de los extractos
acuosos y metandlicos de Lentinus lepideus, Calvatia cyathiformis y
Ganoderma applanatum.
3.5.1 Evaluacién de la actividad hipoglucemiante de los extractos
acuosos y metanolicos de Lentinus lepideus.
El efecto de los extractos acuosos y metandélicos de Lentinus lepideus,

sobre los niveles plasmaticos de glucosa se muestran en la figura 10.

Tanto los extractos acuosos como los metandlicos de Lentinus
lepideus produjeron una disminucion estadisticamente significativa de los

niveles de glucosa.
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En el caso de los extractos metandlicos el efecto se observé tanto a

las 3 como a las 6 horas, y con los extractos acuosos se observé solo a las

6 horas.

—_— —— S ——————
\

Lentinus lepideus
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Figura 10. Efecto de los extractos acuosos y metandlicos de Lentinus
lepideus, sobre los niveles plasmaticos de glucosa. Los datos representan el
promedio + DE, expresados en %, n=10, *p< 0.05

La tabla 10 muestra los porcentajes de disminucion que produjeron
los extractos acuosos y metandlicos de Lentinus lepideus, en los niveles de

glucosa plasmatica, en las mediciones a las 3 y 6 horas.




Disminucién de Disminucion de
glucosa Extractos glucosa Extractos
acuosos metandlicos
(%) (%)

Lentinus 16% alas 3h 30% alas3h *
lepideus
25% alas6h * 35%alas 6h *

Tabla 10. Efecto de extractos acuosos y metanélicos de Lentinus lepideus
sobre los niveles plasmaticos de glucosa. Los datos representan el promedio
+ DE, expresados en %, n=10. *p< 0.05

3.5.2 Evaluacion de la actividad hipoglucemiante de los extractos

acuosos y metanoélicos de Calvatia cyathiformis.

Al evaluar el efecto de los extractos acuosos y metandlicos de
Calvatia cyathiformis sobre los niveles plasmaticos de glucosa se observé
que solo los extractos acuosos produjeron una disminucion de los niveles de

glucosa estadisticamente significativos.

El efecto de los extractos acuosos y metandlicos de Calvatia

cyathiformis, sobre los niveles plasmaticos de glucosa se muestran en la

figura 11.




Calvatia cyathiformis

Gluc;sa (%)

Tiempo (h)

Figura 11. Efecto de los extractos acuosos y metandlicos de Calvatia
cyathiformis, sobre los niveles plasmaticos de glucosa. Los datos
representan el promedio + DE, expresados en %, n=10, *p< 0.05

Los extractos acuosos de Calvatia cyathiformis produjeron una
disminucién estadisticamente significativa de los niveles de glucosa en
plasma en la medicién de las 3 y 6 horas. Con los extractos acuosos no se

observé disminucion de los niveles de glucosa.




50

La tabla 11 muestra los porcentajes de disminucion de glucosa
producidos por los extractos acuosos y metandélicos de Calvatia cyathiformis,

en las mediciones de las 3 y 6 horas.

Disminucién de Disminucioén de
glucosa. Extractos glucosa. Extractos
acuosos. metandlicos.

(%) (%)

Calvatia 22% alas 3h * 11% alas 3 h
cyathiformis
28% alas 6h * 22% alas 6 h

Tabla 11. Efecto de extractos acuosos y metandlicos de Calvatia
cyathiformis sobre los niveles plasmaticos de glucosa. Los datos representan
el promedio + DE, expresados en %, n=10. *p< 0.05

3.5.3 Evaluaciéon de la actividad hipoglucemiante de los extractos

acuosos y metandlicos de Ganoderma applanatum.

En la figura 12 se muestra el efecto de los extractos acuosos y
metandlicos de Ganoderma applanatum, sobre los niveles plasmaticos de
glucosa. Los extractos acuosos produjeron una disminucién
estadisticamente significativa de los niveles de glucosa a las 6h. Los
extractos metandlicos no disminuyeron los niveles de glucosa en ninguno de

los dos tiempos evaluados.




Ganoderma applanatum

Tiempo (h)

Figura 12. Efecto de los extractos acuosos y metandlicos de Ganoderma
applanatum, sobre los niveles plasmaticos de glucosa. Los datos
representan el promedio + DE, expresados en %, n=10, *p< 0.05

La tabla 12 muestra los porcentajes de disminucion que produjeron

los extractos acuosos y metandlicos de Ganoderma applanatum, en los

niveles plasmaticos de glucosa, en las mediciones a las 3 y 6 horas.

Disminucion de Disminucién de
glucosa Extractos glucosa Extractos
acuosos metandlicos
(%) (%)

Ganoderma 14% alas 3 h 14% alas 3 h
applanatum
22% alas 6h * 18% alas 6 h

Tabla 12. Efecto de extractos acuosos y metandlicos de Ganoderma
applanatum sobre los niveles plasmaticos de glucosa. Los datos representan
el promedio + DE, expresados en %, n=10. *p< 0.05

E0584
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3.5.4 Comparacion del efecto hipoglucemiante de los extractos
metandlicos de Lentinus lepideus, Calvatia cyathiformis y Ganoderma
applanatum.

En la figura 13 se muestra la comparacion del efecto de los
extractos metandlicos de Lentinus lepideus, Calvatia cyathiformis vy
Ganoderma applanatum, sobre los niveles plasmaticos de glucosa. El
extracto metandlico de Lentinus lepideus produjo una disminucion
estadisticamente significativa de glucosa a las 3 y 6h con respecto al control.
Los extractos metandlicos de Calvatia cyathiformis y Ganoderma
applanatum no disminuyeron los niveles de glucosa en ninguno de los dos

tiempos

Extractos Metanolicos

Glucosa (%)
LELS I3RS

]
o o

o

Tiempo (h)

Figura 13. Comparacion del efecto de los extractos metanélicos de Lentinus
lepideus, Calvatia cyathiformis y Ganoderma applanatum sobre los niveles
plasmaticos de glucosa. Los datos representan el promedio + DE,
expresados en %, n=10. . *p< 0.05
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La tabla 13 muestra los porcentajes de disminucién en los niveles
plasmaticos de glucosa que produjeron los extractos metandlicos de
Lentinus lepideus, Calvatia cyathiformis y Ganoderma applanatum a las 3 y 6

horas.

Disminucion de Glucosa

(%)

Tratamiento Extractos metandlicos

30% alas 3h *
Lentinus lepideus
35% alas 6h *

11% alas 3h
Calvatia cyathiformis
22% alas 6h

14% alas 3h

Ganoderma applanatum

18% a las 6h

Tabla 13. Efecto de extractos metandlicos sobre los niveles plasmaticos de

glucosa. Los datos representan el promedio + DE, expresado en %, n=10.
*p< 0.05

Se encontré6 que los extractos metandlicos de Lentinus lepideus
produjeron una disminucion estadisticamente significativa de los niveles de

glucosa de un 30% a las 3 horas y un 35% a las 6 horas.

Con los tratamientos con los extractos metandlicos de Calvatia
cyathiformis y Ganoderma applanatum no se observaron diferencias

estadisticamente significativas al compararlos con el control.
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3.5.5 Comparacion del efecto hipoglucemiante de los extractos
acuosos de Lentinus lepideus, Calvatia cyathiformis y Ganoderma
applanatum.

Los extractos acuosos de Lentinus lepideus, Calvatia cyathiformis y
Ganoderma applanatum tuvieron efecto hipoglucemiante al producir una
disminucion estadisticamente significativa de los niveles de glucosa a las 6

horas figura 14.

Extractos Acuosos

Tiempo (h)

Figura 14. Efecto de los extractos acuosos de Lentinus lepideus, Calvatia
cyathiformis y Ganoderma applanatum sobre los niveles plasmaticos de

glucosa. Los datos representan el promedio + DE, expresados en %, n=10.
*p< 0.05




La tabla 14 muestra los porcentajes de disminuciéon que produjeron
los extractos acuosos de Lentinus lepideus, Calvatia cyathiformis y
Ganoderma applanatum en los niveles de glucosa plasmatica, en las

mediciones a las 3 y 6 horas.

Disminucion de Glucosa
(%)

Tratamiento Extractos acuosos

16% 3h
Lentinus lepideus

25% 6h

22% 3h
Calvatia cyathiformis

28% 6h

14% 3h
Ganoderma applanatum

22% 6h

Tabla 14. Efecto de extractos acuosos sobre los niveles plasmaticos de

glucosa. Los datos representan el promedio + expresado en %, n=10. *p<
0.05

Los extractos acuosos de Lentinus lepideus, Calvatia cyathiformis y

Ganoderma applanatum produjeron una disminucion estadisticamente

significativa de los niveles de glucosa de un 25% 28% y 22 %

respectivamente a las 6 horas.

3.6 Evaluacion del efecto hipocolesterolemiante de los extractos
acuosos y metandlicos de Lentinus lepideus, Calvatia cyathiformis y

Ganoderma applanatum
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3.6.1 Evaluacion del efecto hipocolesterolemiante de los extractos

acuosos y metandlicos de Lentinus lepideus

Al comparar los niveles de colesterol de los grupos tratados con los
extractos acuosos y metanélicos de Lentinus lepideus con los del grupo
control, se observé que ninguno de los extractos produjo una disminucion

de los niveles de colesterol, figura 15.

Lentinus lepideus
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Figura 15. Efecto de los extractos acuosos y metanoélicos de Lentinus
lepideus sobre los niveles plasmaticos de colesterol. Los datos representan
el promedio + DE, expresados en %, n=10. *p<0.05
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3.6.2 Evaluacion del efecto hipocolesterolemiante de los extractos

acuosos y metandlicos de Calvatia cyathiformis

Al comparar los niveles de colesterol de los grupos tratados con los
extractos acuosos y metanélicos de Calvatia cyathiformis con los del grupo
control, se observé que ninguno de los extractos produjo una disminucion

de los niveles de colesterol figura 16.

Calvatia cyathiformis
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Figura 16. Efecto de los extractos acuosos y metandlicos de Calvatia
cyathiformis sobre los niveles plasmaticos de colesterol. Los datos
representan el promedio + DE, expresados en %, n=10. . *p< 0.05
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3.6.3 Evaluacion del efecto hipocolesterolemiante de los extractos

acuosos y metanélicos de Ganoderma applanatum

Al comparar los niveles de colesterol de los grupos tratados con los
extractos acuosos y metanélicos de Ganoderma applanatum con los del
grupo control, se observé que ninguno de los extractos produjo una

disminucién de los niveles de colesterol figura 17.

Ganoderma applanatum
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m Ext Acu

Colesterol (%)
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Figura 17. Efecto de los extractos acuosos y metandlicos de Ganoderma
applanatum sobre los niveles plasmaticos de colesterol. Los datos
representan el promedio + DE, expresados en %, n=10. . *p< 0.05




3.7Fraccionamiento inicial biodirigido de Lentinus lepideus

Se fraccion6 Lentinus lepideus y se obtuvieron cuatro fracciones las
cuales se denominaron fraccion Fl (Obtenida por precipitacion con etanol),
Fll (obtenida por precipitacion con oxalato de amonio), FIil (obtenida por
extraccion con NaOH) y FIV (Obtenida con extraccion con acido acético).
Las cantidades obtenidas a partir de un gramo de biomasa seca y el
porciento de recuperacion de las fracciones Fl, Fll, Flll y FIV se muestran

en la tabla 15.

Fracciones

Cantidad obtenida
(mg)

Recuperacién
(%)

Fl

145+ 0.05

1.45

Il

31.3+ 0.08

3.13

Fil 270.0 + 8.00 27.0

FIV 64.0 + 6.00 64.0

Tabla 15. Cantidad obtenida (mg) y % de recuperacion de las fracciones Fl,
Fll, Flll y FIV de Lentinus lepideus.

3.8 Evaluacion de la actividad hipoglucemiante de las fracciones Fl, FlI,
Flll y FIV obtenidas de Lentinus lepideus

Al evaluar el efecto de las fracciones Fl, Fll, Flll y FIV obtenidas a
partir de extractos de Lentinus lepideus sobre los niveles plasmaticos de

glucosa, se observd, que de las fracciones evaluadas, la fraccion FIV
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produjo un efecto hipoglucemiante estadisticamente significativo a las 3

horas y las fracciones FIl 'y Flll  produjeron una disminucion
estadisticamente significativa de glucosa a las 3 y 6 horas. La fraccion Fl no

produjo efecto hipoglucemiante, figura 18.

'm Control
mFl

QFil

m Fil

Glucosa (disminucion %)

Tiempo (h)

Figura 18. Efecto de las fracciones de Lentinus lepideus sobre los niveles
plasmaticos de glucosa. Los datos representan el promedio + DE,
expresados en %, n=6. *p< 0.05

La tabla 16 muestra los porcentajes de disminucion de los niveles de
glucosa que produjeron las fracciones Fl, FIl, Flll y FIV de Lentinus

lepideus, en las mediciones a las 3 y 6 horas.
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TRATAMIENTO Disminucioén Disminucion
Glucosa Glucosa
(%) (%)
3 horas 6 horas
Control 6 7
Fl 16 24
Fll 34 46
Fill 27 38
FIv 18 18

Tabla 16. Efecto de las fracciones Fl, Fll, Flll y FIV de Lentinus lepideus
sobre los niveles plasmaticos de glucosa. Los datos representan el promedio
+ DE expresado en %, n=6. *p< 0.05

Las fracciones Fll y Flll fueron las que produjeron el mayor efecto
hipoglucemiante. La fraccién Fll produjo una disminuciéon estadisticamente
significativa de los niveles de glucosa de 34% y 46% a las 3 y 6 horas
respectivamente y la fraccion Flil disminuy6 los niveles de glucosa en un
27% y 38% a las 3 y 6 horas respectivamente. Al comparar los niveles de
disminucién de glucosa de los grupos tratados con las fracciones Fl y Fll se
observé que no hubo diferencia significativa entre ambos grupos, mostrando

ambas fracciones tener la misma potencia hipoglucemiante.

Con los resultados obtenidos en cuanto al efecto hipoglucemiante de
las fracciones, se procedi6 a hacer una comparacion del efecto

hipoglucemiante de las fracciones contra el efecto de la glibenclamida que

es un medicamento hipoglucemiante usado como estandar en el tratamiento
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de la diabetes. Al respecto no se observé diferencia significativa entre el
efecto hipoglucemiante producido por las fracciones FIl y Flll alas3y6

horas y el producido por la glibenclamida en los mismos tiempos figura 19.

Glucosa (%)

Figura 19. Efecto de las fracciones de Lentinus lepideus sobre los niveles
plasmaticos de glucosa y su comparaciéon con glibenclamida. Los datos
representan el promedio + DE, expresados en %, n=6. . *p< 0.05

La tabla 17 muestra los porcentajes de disminucién de glucosa

plasmatica que produjeron las fracciones Fl, Fll, Flll y FIV de los extractos

de Lentinus lepideus 'y su comparacion con glibenclamida, en las

mediciones a las 3 y 6 horas.




TRATAMIENTO Disminucion Glucosa | Disminuciéon Glucosa
% %
3 horas 6 horas

Control 6 7

Fl 16 24

Fli 34 46

Flil 27 38

FIv 18 18

Glibenclamida 20 28

Tabla 17. Efecto de las fracciones Fl, Fll, Flll y FIV de Lentinus lepideus
sobre = los niveles plasmaticos de glucosa y su comparacion con

glibenclamida. Los datos representan el promedio + DE expresado en %,
n=6. *p< 0.05

Se encontr6 que las fracciones Fll y Flll de Lentinus lepideus
produjeron una disminucion de glucosa de potencia semejante a la

observada para la glibenclamida.

3.9 Analisis fitoquimico biodirigido de las fracciones mas

activas de Lentinus lepideus

En la evaluacion del contenido de proteinas y de

carbohidratos de las fracciones Fll y Flll se observé que estan

constituidas por carbohidratos y proteinas, siendo mayor la

proporcion de carbohidratos (tabla 18).




FRACCION

PROTEINAS

CARBOHIDRATOS

Fll

23.2%

30.8%

Fill

5%

37.3%

Tabla 18. Contenido en % de proteinas y carbohidratos de
las fracciones Fll y Flll de Lentinus lepideus.
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CAPITULO 4

DISCUSION

La diabetes mellitus es una enfermedad sistémica de alta prevalencia
en México en donde actualmente constituye una de las principales causas
de mortalidad. El alto costo de la terapia farmacologica de la diabetes
aunado a que el tratamiento debe continuarse durante toda la vida, ha hecho
que la busqueda de alternativas terapéuticas para esta enfermedad, que

pudieran resultar menos costosas, sea un campo de interés creciente.

Recientemente se han aislado compuestos con actividad
hipoglucemiante e hipocolesterolemiante de diversas especies de

macromicetos que crecen en oriente.

Nuestro pais se caracteriza por tener una amplia diversidad de

macromicetos sin embargo, el estudio de la actividad biolégica de los

mismos es un campo inexplorado.

—
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En este contexto el presente estudio constituye el primer reporte de
actividad hipoglucemiante e hipocolesterolemiante de tres especies de
macromicetos que crecen en nuestro pais: Lentinus lepideus, Ganoderma

applanatum y Calvatia Cyathiformis.

Las especies evaluadas fueron seleccionadas en base a criterios
quimiotaxonémicos y etnofarmacolégicos, es decir, en base al uso medicinal
de estas especies en la medicina tradicional oriental, asi como en base al
antecedente de la actividad hipoglucemiante e hipocolesterolemiante
reportada para especies del mismo género que crecen en oriente, como

Lentinus edodes, Ganoderma lucidum y Calvatia gigantea '>16:26.27:34.35

En este estudio el aislamiento de cultivos puros a partir de carpéforos
de Lentinus lepideus, Calvatia cyathiformis y Ganoderma applanatum
permitio eliminar los contaminantes de los carpéforos y asi tener certeza que
la actividad hipoglucemiante encontrada corresponde a compuestos
bioactivos presentes en los macromicetos y no a hongos o bacterias que

pudieran estar presentes en los carpéforos. Con el medio de Melin Norkrans

utilizado para el crecimiento y reproduccién in vitro, de Lentinus lepideus,

Calvatia cyathiformis y Ganoderma applanatum, se obtuvo un buen

crecimiento para las tres especies

Para el establecimiento de la diabetes experimental en ratas se utilizé
el modelo de aloxana el cual ha sido ampliamente utilizado con este fin. Al

respecto con la dosis de 150 mg/Kg sélo el 20% de los animales




67

desarrollaron diabetes (niveles plasmaticos de glucosa superiores a 200
mg/dL) por lo que fue necesario utilizar una dosis de 300 mg/kg con la cual

del 40 al 50% de los animales desarrollaron diabetes *'.

En relacion a la actividad biolégica de las especies evaluadas
Lentinus lepideus y Calvatia cyathiformis fueron las especies que produjeron
mayor efecto hipoglucemiante. En el caso de Lentinus lepideus tanto las
fracciones acuosas como las metandlicas produjeron efecto
hipoglucemiante, por esta razén y debido a que el género Lentinus es uno de
los mas estudiados en cuanto a su potencial terapéutico, como es el caso
del Lentinus edodes se decidi6 seleccionar a Lentinus lepideus para su

fraccionamiento'416:19-21.27-30

En relacion al tipo de compuestos contenidos en cada una de las
cuatro fracciones obtenidas de Lentinus lepideus, la fraccion F1, obtenida
después de la extraccién acuosa y precipitacion con etanol corresponde a
proteoglicanos solubles en agua. La fraccién FIll, obtenida con las
extracciones con oxalato de amonio al 1% y precipitacién con etanol,
corresponde a proteoglicanos neutros, la fraccion Flll obtenida por

precipitacion con hidréxido de sodio al 5%, corresponde a proteoglicanos

acidos y la fraccion FIV, obtenida con acido acético, corresponde a

proteoglicanos alcalinos.

En la evaluaciéon de la actividad hipoglucemiante de las fracciones

obtenidas (FI, FIl, Flll y FIV) se encontr6 que las fracciones FlI
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(proteoglicanos neutros) y Flll (proteoglicanos acidos) produjeron el mayor
efecto hipoglucemiante. Es importante sefialar que al comparar el efecto
hipoglucemiante producido por estas fracciones con el efecto producido por
la Glibenclamida la accion hipoglucemiante de las fracciones fue igual a la
de este medicamento utilizado en la terapia farmacolégica convencional de
la diabetes. Por lo anterior se sugiere que los compuestos presentes en
estas fracciones son muy potentes ya que aun sin haber sido aislados como

compuestos puros tuvieron el mismo efecto que el de un farmaco puro.

El analisis fitoquimico de las fracciones Fll y FllIl de Lentinus
lepideus, que fueron las mas activas, se enfocé a la determinacion del
contenido de carbohidratos y proteinas, lo anterior debido a que los
reportes de los compuestos aislados con actividad hipoglucemiante de

especies que crecen en oriente son predominantemente glicoproteinas.

Al respecto se encontré que las fracciones Fll y FllIl de Lentinus
lepideus estan constituidas por carbohidratos en mayor proporcion que

proteinas.

Lo anterior concuerda con lo reportado por Byung-Keun Yang y cols
en relacion a un exopolimero con accién hipoglucemiante, obtenido de

Lentinus edodes el cual fue descrito como una glicoproteina compuesta por

carbohidratos en mayor proporcién que proteinas'.
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En este mismo sentido Hui-na Zhang y cols, reportaron que el efecto
hipoglucemiante de extractos de Ganoderma Ilucidum se debia a
proteoglucanos constituidos por carbohidratos y proteinas, siendo mayor la
proporcion de los carbohidratos lo cual también es coincidente con los

resultados obtenidos para las fracciones Fll y Flll de Lentinus lepideus™.

Los resultados de mayor actividad hipoglucemiante obtenida para las
fracciones Fll y Flll, que corresponden a polisacaridos neutros y acidos,
respectivamente, concuerdan con los reportes de Kiho y cols quienes
encontraron que un compuesto con actividad hipoglucemiante obtenido de
Tremella aurantia correspondié a un polisacarido acido. En este mismo
sentido Zuamin Yuan y cols reportaron que el efecto hipoglucémico de
polisacaridos obtenidos a partir de Auricularia auricula-judae, era producido

por carbohidratos neutros (B-D glucanos) y carbohidratos acidos®® .

Por ofro lado en este estudio ninguna de las especies de
macromicetos evaluadas (Lentinus lepideus, Calvatia cyathiformis y

Ganoderma applanatum) tuvieron efecto hipocolesterolemiante.

Estos resultados difieren de los resultados obtenidos por otros
investigadores en relacion al efecto de disminucién de colesterol y
triglicéridos encontrado para especies semejantes que crecen en oriente.

Cabe sefialar que en estos estudios el tiempo de tratamiento fue mayor

(semanas o meses) 3% %7:58
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Al respecto es conocido que el tiempo requerido para observar una
respuesta de disminucién de colesterol con los tratamientos farmacolégicos
usados para la hipercolesterolemia puede ser de meses. En este estudio la
falta de respuesta en disminucién de los niveles de colesterol quiza puedo
deberse a que el tiempo de tratamiento fue de sélo una semana y cabe la
posibilidad de la administracion de los tratamientos durante un periodo
mayor pudiera producir un efecto hipocolesterolemiante lo cual sera motivo

de otro estudio.

El presente constituye el primer reporte de actividad hipoglucemiante
de Lentinus lepideus, Calvatia cyathiformis y Ganoderma applanatum, del

Noreste de Meéxico. Se propone que las especies de macromicetos

evaluadas en este estudio son fuentes de sustancias con potencial

farmacolégico para el tratamiento de la diabetes mellitus.




CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Los extractos acuosos de Lentinus lepideus, Calvatia cyathiformis y
Ganoderma applanatum tuvieron efecto hipoglucemiante.

El extracto metandlico de Lentinus Ilepideus tuvo efecto
hipoglucemiante.

De las 4 fracciones de Lentinus lepideus, las fracciones Fll y Flll
mostraron efecto hipoglucemiante.

El efecto hipoglucemiante de las fracciones Fll y Flll de Lentinus
lepideus fue igual al producido por la glibenclamida.

Ninguna de las especies evaluadas, Lentinus lepideus, Calvatia
cyathiformis y Ganoderma applanatum, tuvo efecto

hipocolesterolemiante.

Las especies de macromicetos estudiados, poseen compuestos con

potencial farmacol6gico para el tratamiento de la diabetes mellitus.
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PERSPECTIVAS ;'\
|
!

1. Identificar y aislar él o los compuestos activos.
2. Elucidar el mecanismo de accién hipoglucemiante. |
3. Evaluar el potencial de estos compuestos para los efectos i

farmacolégicos descritos.

4. Fraccionar y evaluar el efecto hipoglucemiante de los extractos

metandlicos de Lentinus lepideus. i

S. Evaluar el efecto hipocolesterolemiante de Lentinus lepideus, Calvatia

cyathiformis y Ganoderma applanatum, usando un esquema con

mayor tiempo de tratamiento

6. Continuar con Ila evaluacion de efecto hipoglucemiante e

hipocolesterolemiante de otras especies de macromicetos de México.
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APENDICE A.

Método de Lowry.

1. Preparacion de la solucion C.

12. Preparacion de la solucion A:

Se colocaron 20 g de Na,CO3; con 4 g de NaOH y se afor6 el matraz a

1L con agua libre de iones.

1b. Preparacion de la solucién B:
Se prepar6 una solucion de 0.78 g de Cu,SO4 en 20 mL de agua libre
de iones. Por otro lado, se preparé una solucién con 1.34 g de tartrato de

sodio y potasio disueltos en 20 mL de agua libre de iones.

La solucion B se prepar6 mediante la mezcla de las soluciones
anteriores, una vez mezcladas, se aforé el matraz a 1L con agua libre de

iones.

1c. Preparacién de la solucion C:

Se mezclaron 50 mL de la solucién A con 1 mL de la solucién B.




Il. Preparacion del reactivo de Folin-ciocalteau.

Se mezclaron 10 mL del reactivo de Folin con 19 mL de agua libre de

iones.




APENDICE B

Técnica de la medicion de glucosa y colesterol.
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APENDICE B

Técnica de la medicién de glucosa y colesterol.

. Se utiliz6 un aparato de medicion de glucosa, colesterol y triglicéridos
de la marca Accutrend® GCT , fabricado por Roche Diagnostics GMBH

D-68298 Mannheim Alemania.

. Principio de la medicion: determinacion de la glucosa, colesterol y

triglicéridos mediante fotometria de reflexion con sangre capilar fresca.

. Sistema 6ptico LED (657 nm).

. Rango de medicién: Glucemia 20 - 600 mg/dL
(1.1 —=33-3 mmol/L)

Colesterol 150 — 300 mg/dL
(3.88 — 6.86 mmol/L)

Triglicéridos 70 — 600 mg/dL

(0.80 - 6.86 mmol/L)

al 1'J-9%




nl 172-08 |

86

5. Duracién de la medicién: Glucemia 12 segundos

Colesterol 180 segundos

Triglicéridos max. 174 segundos
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