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1
RESUMEN

La Diabetes mellitus (DM) es una enfermedad que afecta a un elevado porcentaje
de la poblacion que se encuentra en la etapa productiva, es por eso que el Sector Salud la
ha considerado como uno de los problemas nosologicos de atencion prioritaria. La DM es
un conjunto de anormalidades bioquimicas, fisiologicas y anatdémicas que integran un
smdrome que corresponde a una alteracion de la homeostasia de la glucosa, secundaria a
una deficiencia de la secrecion de insulina por las células Beta del pancreas [1].

Dentro de Ia Medicina Tradicional en México existen diversas plantas utilizadas por
la poblacion para combatir la DM, algunas plantas que pertenecen a la familia de las
Loranthaceae han sido empleadas empiricamente en el norte de nuestro pais para tratar esta
enfermedad, de ahi la importancia de llevar a cabo la evaluacion farmacolagica de Ia planta
medicinal Phoradendron tomentosum (P. tfomentosurn) pues pensamos gue posee
propiedades hipoglucemiantes favorables para el control de la glicemia de los pacientes
diabéticos.

El Objetivo planteado para este estudio de investigacion es el siguiente:
Determinacion de la actividad hipoglucemiante de  Phoradendron tomentosum
(DC)Engelm, en un modele de animales diabéticos (ratas Sprague Dawley) inducido
experimentalmente.

Se localizé e identificd la planta en estudio (P. fomentosum), se procedid a su

recoleccion e inmediatamente se llevo al laboratorio de botanmica para su correcta
clasificacion taxonomica. Subsecuentemente se sometid a un proceso de desecado y se
pulveriz. Con este material se prepard una infusién acuosa (50 g/L de agua). Para este
estudio se emplearon 25 ratas machos Sprague-Dawley con un peso promedio de 334 g las
cuales se distribuyeron de manera aleatoria en cinco jaulas en grupos de cinco ratas cada
uno, se llevo un registro de sus valores de glicosa y peso antes y durante el tiempo de
estudio. Cada uno de los grupos recibieron i.p. diferentes dosis de estreptozotocina (EZT):
10-50 mg/kg en un volumen de 0.5 ml El grupo testigo recibi¢ igual volumen de agua
bidestilada. Después de obtener un grupo de animales con una diabetes moderada (170-300
mg/dl de glucosa) se procedio a administrarles el extracto acuoso preparado con la planta
en estudio y determinar su actividad hipoglucemiante. Finalmente se hizo un estudio
comparativo entre el extracto acuoso de P. fomentosum, agua y 2 drogas hipoglucemiantes
conocidas: glibenclamida y fenformina. Para este estudio se manejaron 20 animales, los
cuales se dividieron en diabéticos y no diabéticos, se les hizo determinacion de peso y
glucosa a 3 diferentes tiempos para tratar de determinar los compuestos presentes en el
estudio del extracto metanolico.
Resultados y Conclusiones: una dosis unica de 35 mg/kg de EZT fue suficiente para
obtener nuestro modelo de animales moderadamente diabéticos. Los niveles de glucosa de
éstos disminuyeron después de 45 dias de tratamiento con el extracto acuoso de P.
tomentosum. Posteriormente el estudio comparativo con los diferentes tratamtentos:
extracto acuoso de la planta, fenformina y agua no produjo ningun cambio en los niveles de
glucosa sanguinea de los animales diabéticos en cambio, estos mismos tratamientos
administrados a los grupos de animales no diabéticos produjeron una marcada disminucton
de los niveles de glucosa de los grupos de animales que recibieron va sea el extracto acuoso
de P. tomentosum o la glibenclamida. Las cromatografias y las reacciones coloridas del
extracto metandlico de la planta revelaron que este contiene: saponinas esteroidales y
sesquiterpeniactonas



INTRODUCCION.

1.- Diabetes Mellitus.

La Diabetes mellitus (DM) es una enfermedad que afecta a un elevado porcentaje de
nuestra poblacion principalmente aquella que se encuentra en la etapa productiva. Por eso
es que el Sector Salud de nuestro pais la ha considerado como uno de los problemas
nosologicos de atencion prioritaria. La DM es un conjunto de anormalidades bioquimicas,
fisiologicas y anatomicas que integran un sindrome que corresponde a una alteracion de la
homeostasia de la glucosa secundaria a una deficiencia en la sectecion de insuhna por las
céiulas Beta del pancreas [1].

Una de las clasificaciones més aceptadas en relacion a esta enfermedad comprende
los grupos siguientes [2]:
Tipo 1: Diabetes mellitus insulinodependiente (DMID):
Tipo II: Diabetes mellitus no insulinodependiente (DMNID).
Tipo III: Diabetes asociada a otros procesos y sindromes.
Tipo IV: Diabetes mellitus gestacional.

En la Diabetes mellitus insulinodependiente (DMID), una insulinopenia importante,
el paciente requiere de la aplicacion de insulina para vivir y tiene una tendencia a la cetosis.
La DMID se puede presentar a cualquier edad pero, con mayor frecuencia en los jovenes.

La Diabetes mellitus no insulinodependiente (DMNID), sin tendencia a la cetosis y
asociada a la obesidad, puede presentarse en las familias con rasgos genéticos autosomicos
dominantes y, se puede presentar a cualquier edad pero, con mayor frecuencia en los
adultos y puede requerir de la aplicacion de insulina para su control. La diabetes tipo 11 esta
asociada a oLros procesos o sindromes [3].

Las complicaciones de la DM las podemos clasificar en agudas y cronicas.

A) Complicaciones agudas: hiperglucemia severa, cetoacidosis, coma hiperosmolar con una
vision borrosa transitoria (debido a variaciones bruscas de glucosa intraocular que cambia
el indice de refraccion del humor acuoso) [4].

B) Complicaciones cronicas: retinopatia diabética, que puede conducir a la ceguera,
padecimientos cardiovasculares como hipertension arterial, enfermedad isquémica del
miocardio, neuropatia periférica, nefropatias, microangiopatias que origina la retinopatia y
el pié diabético [5-9].

Dentro de las muiltiples complicaciones de la DM, una de las mas frecuentes
corresponde a la retinopatia, la cual puede llegar a producir incapacidad visual total e
irreversible. La retinopatia diabética proliferativa (RDP) es la primera causa en nuestro
medio del hemovitreo o sangrado de la cavidad vitrea del ojo. Se sabe que esta
complicacion es la causa de ceguera en 1 de cada 100 000 habitantes. El hemovitreo
también puede ser originado por otras causas tales como: desgarres retiruanos,



desprendimiento posterior del vitreo, oclusion de la vena central de la retina, enfermedad de
células falciformes, enfermedad de Eales, anomalias congénitas de los vasos retinianos y
trauma ocular 10}

En la consuita de los Servicios de Endocrinologia en el Hospital Regional de
Especialidades NO. 25 del IMSS en esta ciudad, se presentan frecuentemente pacientes con
diferentes grados de complicacion de la DM, por lo que el éxito de este estudio no sélo
representaria un beneficio para toda aquelia poblacion derechohabiente

E! estudio de los productos naturales ha sido importante desde la ¢época precortesiana
en la que productos de origen vegetal y animal eran utilizados con fines medicinales. Su
uso empirico ha perdurado hasta nuestros dias y se ha convertido en la fuente principal de
informacion para la produccion de nuevos medicamentos en la industria farmacéutica.

De aqui la importancia de realizar la evaluacion farmacologica de la planta
Phoradendron tomentosum utilizada de manera empirica por la poblacion del norte de
nuestro pais.



ANTECEDENTES
1. Medicina Alopata

El manejo inicial de los pacientes con diabetes mellitus no dependiente de insulina
DMNID consiste en una restriccion calorica y ejercicio regular, si posterior a ocho semanas
con estas medidas no se logra un buen control de su glicemia, se indica el tratamiento

farmacologico con hipoglucemiantes orales (HGO) como son: las suifonilureas y las
biguanidas [11].

Entre las sulfonilureas mas utilizadas se encuentran la tolbutamida, clorpropamida y
glibenclamida sin embargo, estos medicamentos presentan efectos adversos importantes
como la hipoglucemia que puede ser reversible o no reversible, ademas de que potencian
los efectos represores del sistema nervioso central y llegan a producir problemas
hematolégicos y enfermedades cardiovasculares.

Las biguanidas son agentes hipoglucemiantes efectivos en enfermos con DMNID

obesos 0 no obesos, se pueden utilizar en forma aislada o en combinacion con las
sulfamidas.

En los Estados Unidos estos farmacos se retiraron del mercado porque se ha

observado que pueden provocar acidosis lactica. A este grupo pertenecen la metformina y
la fenformina [11].

Moore y Cols. Afirman que la prescripcion médica cuidadosa y la educacién de los
pacientes con DM por el meédico responsable, reduce el riesgo de los efectos adversos del
tipo accidental y no accidental que se presentan por ingerir una sobredosis de estos
medicamentos lo cual también represente un problema clinico frecuente [12].

2. Medicina Tradicional

Desde la aparicion del hombre sobre el planeta se ha podido constatar la importancia

de las plantas, las cuales se han utilizado va sea como alimento, vivienda, vestido, ornato y
medicamentos.

Los primeros antecedentes que se tienen sobre el modo de vida y uso de las plantas por
parte de las tribus que habitaron la regidn norte del pais datan del afio 1649, en los relatos
del cronista Capitan Alfonso de Leodn: “Relacion y Discurso del Descubrimiento de la
Poblacion y  Pacificacion de este Nuevo Reino de Ledn, Temperamentoe y Calidad de la
Tierra”, en este relato se menciona el uso del peyote en las reuniones festivas o mitotes,
relatando lo siguiente: beben el peyote molido y su desecho en agua, esta bebida embriaga,



de manera que les hace perder el sentido, y se quedan, del movimiento y del vino en el
suelo como muertos.

Los espafioles contribuyeron tambien a la herbolaria local trayendo plantas medicinales
de origen europeo como fue el caso de la manzanilla (Matricaria recutita), la ruda (Ruta
chalepensis), y el romero (Rosmarirnus officinalis) entre otras.

Hace mas de 100 afios que el insigne Dr. José Eleuteric Gonzalez (Gonzalitos), citaba
en su catedra de Farmacia mas de una docena de plantas medicinales onginarias de Nuevo
Leén. Entre ellas figuran la hierba de las almorranas (7eucrium cubense), el gordolobo
(Gnaphalium obtusifolium), el cenizo (Leucophyllum frutescens), el estafiate (Artemisia
mexicana) y el toloache (Datura spp). [13].

La importancia de ias plantas medicinales en el proceso de obtencion de nuevos
medicamentos, es un hecho aceptado por la ciencia médica hace mas de ciento cincuenta
anos. Un nimero importante de los farmacos utilizados en la medicina comemporanea son
obtenidos de plantas o de subproductos en el aislamiento, purificacion, determinacion de
estructuras, identificacién, sintesis y correlacion entre la accion fisiologica y estructura de
los principios activos contenidos en las plantas (metabelitos secundarios) sometidos a
diversos niveles de transformacion quimica [14].

3. Phoradendron tomentosum (P. tomentosum)

4.Caracteristicas Botanicas:

La P. tomentosum es una planta parasita, frecuentemente de Prosopis sp. (mezquite)
que se encuentra distribuida en zonas de matorral xerofito, se asocia con acacia (huizache)
y yuca (izote), asi como a variadas especies de arbustos, es una planta no bifurcada, de
ramas rigidas, cortas en catafilos y dioicas. Entrenudos cortos densamente aterciopelados
de 1.5 a 4 ¢cm de largo, con hojas de 1.5-3.5 cm, orbiculares con peciolo corto,
inflorescencia estaminada con 2 a 6 segmentos al igual que la inflorescencia pistilada, el
fruto es una baya blanca (fotografia 1).

Se encuentra ampliamente distribuida en los estados de Baja Californta, Coahuila,
Chihuahua, Estado de México, Guanajuato, Hidalgo, Nuevo Ledn, Oaxaca, Querétaro, San
Luis Potosi, Sinaloa, Sonora y Zacatecas [15-16].



5, Clasificacion Taxondémica:

Reino......oo..oviiiiiii e, Vegetal
Subreino. ... Spermatophyta
Clase........cooooiiiiiiiit e Angiospermae
Subclase.........ocoooo Dicotyledoneae
Familia.........c...oooviiviiee e, Loranthaceae
Subfamilia..................coii Loranthoidae
GENEro...........ocoooiieeiii Phoradendron
Especie. ... tomentosum (DC) Engeim.

6. Habitat o Localizacion:

Es una planta parasita que se desarrolla en arboles caducos principalmente en los
frutales vy alamo de Europa, en México la P. tomentosum (DC) Engelm. Perienece a la
familia loranthaceae, recibe los nombres comunes de injerte de mezquite (Coahuila,
Guanajuato, Nuevo leon y Zacatecas), liga (Estado de México), Silmo (Sinaloa) y visco
cuercino, hierba de la cruz, lignum via (Estado de México) {fotografia 2) [15-17).

7. Usos en Medicina Tradicional Herholaria:

El muérdago es conocido como la planta bajo cuya sombra la gente se besa en
Navidad, es un arbusto parasito que crece en los arboles, enraizandose dentro de su corteza.
Hipocrates prescribi0 su uso para trastornos o enfermedades del bazo. Un libro médico
francés en 1682 recomendo al muérdago para el mal de las caidas (epilepsia)[17].

El texto ecléctico del siglo XIX, Kings American Dispensatory, recomienda tanto
el muérdago europeo como el americano para enfermedades de epilepsia, fiebre tifoidea,
hidropesia, insuficiencia cardiaca congestiva y padecimientos histéricos (ginecologicos),
colicos menstruales, induccién de la menstruacion y alivio de ta hemorragia puerperal.

Ei Kings también advirtio que en grandes cantidades, el muérdago posee
propiedades toxicas. Se han reportade vomitos, catarsis, espasmos musculares, coma,
convulsiones y muerte por comer las hojas y los frutos. [17].

Hace muchos siglos los dnudas establecieron que el muérdago (Viscum album)
podia ser empleado para curar el cancer: de un extracto de muérdago se han aislado once
fracciones proteinicas con marcada actividad antitumoral [13].

Pese a la creencia tradicional de que los muérdagos europeo y americano tienen
acciones opuestas, estudios cientificos han reportado que tienen efecios quimicos activos



utiles para regular la presion sanguinea alta ast como un estimulante del sistema
inmunologico, ademas en el tratamiento para el cancer [17]

En 1993, David Obatomi y Cols. de la facultad de Medicina en Ciencias de la
Universidad de Nigeria , reportaron las propiedades antidiabéticas de extractos acuosos
preparados con hojas de esta planta parasita (7. tomentosum) a partir de diferentes arboles
hospederos para su comparacion: a) limon (Citrus lemon), b) guayaba (Psidium guajava) y,
sangre de drago (Jatropha curcas ) [3].

Las infusiones o extractos preparados se administraron en ratas con diabetes
inducida con estreptozotocina (EZT) vy en ratas no diabéticas por un periddo de 28 dias. Las

infusiones preparadas con las plantas parasitas del arbol de limon y de la guayaba
disminuyeron los niveles de glucosa en el suero de los ammales diabéticos (p<0.001) y de
los no diabéticos (p<0.05) en comparacion con la infusion preparada con la plania parasita
del arbol de sangre de drago que no tuvo ningin efecto hipoglicemiante en su modelo de
estudio [3].

Gonzalez Ferrara M. M., en 1998, describié algunas propiedades de la P.
tomentosum, y reporto el uso de las hojas como tratamiento para las varices, el mal de orin,
dismenorrea y como antidiabético [18].

8. Estudios Fitoguimicos:

La familia Loranthaceae estd constituida por plantas semiparasitas distribuidas
principalmente en Europa y América. Se¢ divide en dos subfamilias (Viscoidae y
Loranthoidae), que abarcan 40 géneros en donde se clastfican alrededor de 1350 especies.

El género mas abundante de la familia Viscoidae es el Phoradendron con 300
especies. Los estudios quimicos realizados en él no son muy extensos, reportandose sin
embargo la presencia de aminoacidos (tiramina), proteinas toxicas (foratoxina), y alcaloides
( rubrina C). En el Estado de Coahuila se utilizan las hojas secas de Phoradendron
Juniperum para curar en los caballos las lesiones producidas por el uso de la silla de montar,
fuera de este caso no hay ningin otro reporte del uso de este género dentro de la medicina

popular.

De los otros géneros de la subfamilia el mas estudiado es el Viscum y dentro de él,
la especie Viscum album conocido con el nombre vulgar de mistletoe. En esta especie s¢
han encontrado triterpenos (B-amirina, lupeol, inositol y acido oleanolico, flavonoides,
aminoacidos y una proteina denominada viscotoxina. Los estudios realizados en varias
especies de la subfamilia Loranthoidae sefialan la presencia e quercitina (un flavonoide) y
del alcohol melissilico. Unicamente se han aislado triterpenos (lupeol y loranthol) de
Loranthus grewinkii [20].



Respecto a los estudios fitoquimicos realizados con P£. romentosum, Melistrand y
Samuelson en 1973 y 1974 reportaron el atslamiento de una proteina a partir de una planta
completa colectada en Suecia: la foratoxina y algunos estudios sobre sus propiedades (4-6).
Posteriormente, Thunberg en 1983 aisl6 de la parte aérea de la P. fomentosum colectada en
el mismo pais una nueva proteina: la foratoxina B [7].

En Texas, otros investigadores encontraron que el fruto de el género europeo
Viscum album contiene sustancias mucilaginosas llamadas viscina y viscosina, aceite
esencial, poca cantidad de taninos y entre las sales minerales predominan los sulfatos de
calcio, potasio y oxalato de calcio [19].

9. Caracteristicas Fitoquimicas:

A) Saponinas. El término saponinas se aplica a dos grupos de glucosidos vegetales que
forman soluciones acuosas coloidales, productoras de espuma jabonosa cuando se sacuden

o agitan, Las saponinas tienen la propiedad de hemolizar los globulos rojos de la sangre
{21].

De la hidrélisis de las saponinas se obtiene un carbohidrato y una aglicona, flamada
sapogenina de tipo triterpeno como la 3-amirina y la tipo lupeol {22].

Dentro de los miembros mas estudiados del grupo de las saponinas esteroidales se
encueniran los contenidos en las semillas de la digital acompafiando a los glucdsidos

activos sobre el corazén, es decir, las saponinas denominadas digitonina, gitonina y
trigonina [21).

Las saponinas son sustancias muy polares, y se pueden extraer ya sea en caliente o
también en frio, con agua o alcoholes de bajo peso molecular [22].

B) Sesquiterpenlactonas. Estos compuestos quimicos poseen un esqueleto fundamental
de 15 atomos de carbono que teoricamente deriva de la umoén de tres fragmentos de
isopreno ( 2-metil-butadienc 1,3) cabeza, cola y algunos productos de trasposicion [22].

Las sesquiterpenlactonas se han encontrado principalmente en extractos de flores o
en las partes aéreas de los compuestos ademas, se ha observado gue poseen accion
citotoxica, analgésica y amebicida. Son sustancias amargas, polares, insolubles en agua,
éter de petroleo, solubles en éter etilico y en cloroformo [22].

C) Esteroles. Estos compuestos son denvados del hidrocarburo tetraciclico,
ciclopentanoperhidrofenantrenc o sea que poseen un nucleo ciclico semejante al fenanireno
(anillos A, B y C) v a este se unen un anillo ciclopentano (anillo D) [23). Los esteroles
difieren en el nimero y en la posicion de sus dobles enlaces, en el tipo, localizacién y
numero de grupos funcionales sustituyentes y en la configuracién (alfa y beta), de los



enlaces entre los grupos sustituyentes y el nucleo; y en la configuracion que adopta los
anillos entre si, va que el hidrocarburo originario posee seis centros de asimetria.

Los piincipales puntos de sustitucion son el C3 del anillo A, el C11 y el C17 de!
anillo D. Laos anillos son generalmente alifaticos, los lineales como los verticales unidos a
ia posicion [18 y 24 representan grupos metilo angulares [22].

En los vegetales se pueden encontrar libres como ésteres o como glicsidos, se han
encontrado en todos los drganos de las plantas principalmente en las semillas {22].
La mayoria de los esteroides se han aislado de fugntes naturales y como tal se encuentran
en la conformacion con forma de silla que es la mas estable [22-28].

Estos compuestos tienen una gran aplicacion dentro de la actividad bioldgica: las
hormonas esteroidales se localizan en la corteza suprarrenal las cuales se derivan del
ciclopentanoperhidrofenantreno. Cada una de las hormonas esteroidales se producen en una
Zona especifica de la corteza suprarrenal, aquellas son: glucocorticoides de la zona
fascicular, mineralocorticoides de la zona glomerular y corticosteroides de la zona
fascicular [23].

Ademas las hormonas adrenocorticales se emplean en el tratamiento de
enfermedades neoplisicas, estimulan y controlan la proliferacion y el funcionamiento de
ciertos tejidos, incluyendo las glandulas mamarias y prostaticas {23].



HIPOTESIS

Puesto que en Medicina Tracdicional se utiliza un extracto acuoso de la
Phoradendron tomentosum {(DC) Engelm para tratar la DM, consideremos que el
contenido fitoquimico de la misma debe de poseer uno o varios principios activos que
tengan actividad hipoglucemiante sobre nuestros modelos de animales diabéticos
establecidos inducidos experimentalmente para este estudio que ademas sean factibles de
identificarse.

JUSTIFICACION

En la actualidad, la Diabetes mellitus se considera uno de los principales problemas
de salud publica de México, debido a su elevada prevalencia, asi como a ia grave y variada
morbilidad que acompafia a esta enfermedad [25].

Actualmente la DM es ia tercera causa de muerte en México y, aunque no se conoce
el mimero exacto de personas afectadas por esta enfermedad se calcula que el 32% de la
poblacion ia padece [26].
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1. OBJETIVO PRINCIPAL

Determinacion de la actividad hpoglucemiante de Phoradendron tomentiosum

(DC)Engeim, en un modelo de amimales diabéticos (ratas Sprague-Dawley) inducido
experimentalmente para este estudio de investigacion

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Identsficar, colectar y preparar el extracto o infusion acuosa a partir de la planta en
estudio (Phoradendron tomentosum (DC) Engelm).

2.- Obtener un modele de diabetes experimental empleando para ello ratas de la raza
Sprague-Dawley.

3.- Determinar la actividad hipoglucemiante del extracto acuoso obtenido a partir de la
planta P. tomentosum sobre el modelo de diabetes en animales de experimentacion (ratas
Sprague-Dawley) implementado especificamente para este estudio.

4 - Realizar los estudios fitoquimicos y cromatograficos de la P. tomentosum para de
identificar el o sus principios activos.
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MATERIAL Y METODO
1. Induccion Experimental de la Diabetes Mellitus.

Animales Utilizades: Se emplearon ratas jovenes de la raza Sprague- Dawley, del sexo
mascutino con un peso promedio de 334 g los cuales fueron proporcionados para este
estudio por el Bioterio del Centro de Investigacion Biomédica del Noreste (CIBIN), del
IMSS.

Estos animales se manejaron en dicho Bioterio dentro de jaulas de acero inoxidable.
Estas jaulas se encuentran instaladas en un cuarto con iluminacion en ciclos de uz y
oscuridad de 12 horas y una temperatura de 23° C. La dieta de los animales, consisti¢ en
alimento para roedores de laboratorio No. 5001 marca PMI Foed 1Inc. con una
presentacion comercial de croquetas.

El agua que bebieron se tomé directamente de la Have y con ella se llenaron
biberones de vidrio de una capacidad de 500 ml. Estos biberones tenian un tapdn de hule
horadado en el cual a través de un tubo de vidrio se permitio libremente o ad libitum el paso
del agua requerida por los animales. También el alimento fue proporcionado ad libitum

2.- Determinacion de la Dosis Optima Diabetogénica de EZT:
Un grupo de 25 ratas se distribuyeron de manera aleatoria en 5 jaulas en grupos de cinco
animales cada uno y, se marcaron mediante una perforacién en la orgja izquierda segiin el
cOdigo numérico empleado para este fin en los Bioterios para su correcta identificacion
(figura y fotografia 1).

Postertormente se pesaron utilizando una balanza granataria con canastilla especial
para esta finalidad con capacidad de 2610 g marca Triple Beam No. 41068 lo cual permitio
llevar el control de su peso durante el tiempo de estudio.

Para la induccion de la diabetes cada grupo de animales recibié diferentes dosis de
estreptozotocina (EZT) via intraperitoneal (i.p): 50, 30, 20, 10 mg/kg de peso disuelta en
agua bidestilada (bd). El grupo testigo recibi6 el mismo volumen (0.5 ml) de agua bd.

Se preparo una soluciéon madre de 50 mg/kg de EZT (Sigma Chemical) disuelta en
agua bd. A partir de ella se hicteron, diluciones con agua bd para obtener las
concentraciones de 30, 20 y 10 mg/kg de EZT las cuales, posteriormente se esterilizaron
haciéndolas pasar a través de membranas Gelman estériles con poro de 0.45 um hacia
tubos de vidrio pyrex estériles con tapon de rosca de 16 x 125 mm los cuales se forraron
con papel aluminio para protegerlos de la luz y evitar su descomposicion. Inmediatamente
después de la preparacion de las diferentes concentraciones de la EZT estas, fueron
administradas via 1.p. a cada uno de los ammales de su grupo correspondiente en un
volumen de 0.5 ml utilizando para ello jeringas estériles de plastico para insulina con aguja
de 27 x 13 mm marca Becton-Dickinson.
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El pH de las soluciones de EZT se midié antes y después de su utilizacion para
observar si cambiaba en el tiempo transcurrido entre su preparacion y uso.

3.- Medicion de los Niveles de Glucosa Sanguinea y Urinaria.

A) Determinacion de los niveles de glucosa sanguinea. Los niveles de glucosa en sangre se
determinaron utilizando el micrométodo de glucosa-oxidasa. Para esto se empleé un equipo
glucometro marca Sure-Step de Lifescan asegurandonos siempre que el mimero de
programa utilizado corresponda con el de las tirillas empleadas para la colocacion y la
lectura de la muestra.

La determinacion de la glucosa sanguinea se realiz6 individualmente en cada uno de los
animales de cada grupo después de haber permanecido de 4-5 hr en ayunas (sin alimento).
Se tomé el animal y se introdujo manualmente en una jaula de policarbonato disefiada para
inmovilizarlo cuidando de dejar afuera la cola del mismo, la cual, se limpid con una
torunda impregnada de alcohol etilico y con ayuda de una lanceta metalica estéril se hizo
una puncion en la vena caudal de la cola del animal para exponer una gota de su sangre
sobre una tirilla reactiva especial para la determinacion, la cual inmediatamente se corrié
sobre el desplazador de pruebas del equipo glucémetro (fotografia 4).

B) Determinacion de los Niveles de Glucosa Urinaria. Para la determinacién de los

niveles de glucosa urinaria se utilizd el meétodo de tirillas reactivas especiales para
uroanalisis #n vitro (URS-10, Teco Diagnéstico). Este es un método semi-cuantitativo

y cualitativo para la deteccion de: glucosa, bilirrubina, cetonas, gravedad especifica, sangre,
pH, proteinas, urobilindgeno, nitritos y leucocitos en orina. Estos resultados nos pueden
proveer de informacion respecto al metabolismo de los carbohidratos, de la funcion renal,
del funcionamiento del higado y del estado de equilibrio acido-base.

Para colectar la muestra urinaria de los animales en experimentacion se utilizaron jaulas
metabolicas individuales equipadas con un colector especial para orina y otro para heces
fecales que evita que estas se mezclen y contaminen. Las ratas se acomodaron
individualmente en estas jaulas previa identificacion e inmediatamente se sometieron a un
ayuno de 6 a 7 horas. Durante este tiempo en los colectores urinarios se junto la cantidad
suficiente de orina para llevar a efecto el estudio de uroandlisis el cual consisto en:
humedecer todas las areas de la tiriila reactiva introduciéndola en el colector conteniendo
la muesira de orina, inmediatamente después, esta se retir6 para evitar que las areas
reactivas se mezclen dando falsos resultados, y se colocod sobre un papel absorbente para
retirar el exceso de orina y por iltimo, se compard cada area reactiva de la tinilla con su
color correspondiente en la carta de colores impresa ¢n la etiqueta de la botella leyéndolas
en los tiempos especificados y los resultados se obtuvieron por comparacion directa con
dicha carta de colores.
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4. Extraccion de Phoradendron rtomentosum

A) Extracto Acuoso: Este extracto o infusion acuoso se prepar0 para su estudio posterior
como hipoglucemiante oral en puestro modelo de ammales (ratas Sprague-Dawley)
diabéticos de experimentacion: La planta se identifico dentro de la ciudad de Monterrey,
Nuevo Leon como parasito del arbol de mezquite observandose que los arboles antiguos
eran mas factibles de estar infectados con este muérdago. Se colecté de las ramas altas
empleando para ello, una podadora de tijera y sierra metahca con extension de un alcance
de 2 m,

Posteriormente el material de la planta en estudio se llevé al laboratorio de Botanica
de la Facultad de Ciencias Biologicas de la UANL para su correcta identificacion y
marcaje. Un ejemplar se incluyé dentro de una prensa botanica para donarlo al Herbario de
la Facuitad y el resto de la planta se llevo al laboratorio de Biologia Experimental del
Centro de Investigacion Biomeédica del Noreste (CIBIN) del IMSS para su preparacion y
uso posterior.

El material de la planta se seco a 37 ° C, dentro de una estufa marca MAPSA
durante una semana (fotografia 5). Posteriormente se moli6 utilizando un molino eléctrico
(marca El Rey de 1 HP de potencia, fotografia 6) y el matertal seco y molido se guardo en
frascos oscuros los cuales se rellenaron con algodon para disminuir el oxigeno y asi evitar
que se oxiden y evaporen los metabolitos activos.

Para preparar el extracto o infusion acuosa de la planta se pesaron 50 g de su
material seco y molido (fotografia 7), se colocaron en un matraz erlenmeyer con capacidad
de 4 L, se les afiadio un litro de agua v, se dejd reposar toda una noche. Al dia siguiente se
ltevé a ebullicion por 10 min. (fotografia 8), ya pasado este tiempo se dejo enfriar y el
extracto acuoso obtenido se guardd en refrigeracion (4 °C) en frascos de plastico con una
capacidad de 1 galon para su uso posterior para su estudio como hipoglucemiante oral en
nuestro modelo de animales diabéticos de experimentacion (fotografias 9y 10).

B) Extracto Metanolico. Este extracto fue empleado en la realizacion de las pruebas
fitoquimicas realizadas a nuestra planta en estudio para dilucidar su contenido fitoquimico.

Se pesaron 600 g del material seco y molido de P. romentosum los cuales
posteriormente, se distribuyeron dentro de sobrecitos de papel filtro con un contenido de 10
g cada sobre.

Posteriormente el numero de sobres que contenian los 600 g del material de la
planta ya empaquetado se introdujo con cuidado en el interior de un extractor tipo soxhiet,
el cual se monto con ¢l resto del equipo de extraccion (baiio de agua, destilador, matraz
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bola, etc) y, se le afiadio aproximadamente 600 ml de metanol (MeQH) para su extraccion
con este solvente. Se prendio el bafio de agua para calentar el metanol e iniciar con la
extraccion la cual se ltevo a cabo de manera continua durante 7 dias hasta que se completd
la extraccion del material de la planta con este solvente.

El extracto metandlico obtenido segim el procedimiento descrito en el parrafo
anterior se llevd posteriormente a concentrar a presion reducida empleando para ello un
equipo  rotaevaporador (marca Buchi Laboratoriums-Technik, AG-CH 9230,
Flawil/Schweiz) con vacio obteniéndose asi nuestro extracto metanélico libre de solvente.

El extracto metanolico obtenido se sometio a pruebas fitoquimicas de reacciones
coloridas para tratar de determinar mediante la coloracién el o los compuestos presentes

5. Efecto Hipoglucemiante de Phoradendron tomentosum.

Después de determinar que 35 mg/kg de EZT es la concentracion optima para
producir una diabetes tipo moderada (170-300 mg de glucosa/dl) en los animales de
experimentacion se procedié a la prueba de la planta en estudio (P. tomeniosum) para tratar
de controlar la DM de estos animales.

Planteamiento del experimento. Se trabajé con un grupo de 20 animales de los
cuales 10 se inyectaron ip. con 35 mg/kg de EZT para inducirles la diabetes.
Aproximadamente un mes después teniamos dos grupos: Animales no-diabéticos (n=10) y
Animales diabéticos (n=10). Posteriormente cada uno de estos grupos se subdividieron de
manera aleatoria en dos subgrupos de 5 animales cada uno dando por resultado los
siguientes 4 grupos.

4) Grupo No-Diabético (n=5) los cuales recibieron de beber ad /ibitum agua de
la llave.Grupo

5} No-Diabético (n=5) los cuales recibieron de beber ad libitum el extracto o
infusuién acuosa preparada con la P. tomentosum.

6) Grupo Diabético (n=5) los cuales recibieron de beber ad libitum agua de la
Llave.

7) Grupo Diabético (n=5) los cuales recibieron de beber ad libitum el extracto ¢
infusion acuosa preparada con la P. tomentosum.

A estos cuatro grupos de amimales de experimentacion se les realizo un seguimiento del
peso, niveles de glucosa urinaria y sanguinea, estado fisico y comportamiento conductual
antes y, durante ¢l tiempo del estudio.
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6. Estudio Comparativo de la Actividad Hipoglucemiante de Phoradendron
tomentosum con Drogas Hipoglucemiantes reconocidas; Glibenclamida y Fenformina

Después de obtener los resultados con el tratamiento de la infusion o extracto
acuoso obtenido a partir de la /. tomeniosum se procedié a hacer otro estudio donde se
pudiera comparar el efecto del exiracto acuoso de nuestra planta de interés con el de drogas
hipoglicemuantes empleadas por los pacientes diabéticos para ¢l control de su enfermedad.

Se manejo un grupo de 20 animales (10 diabéticos y 10 no-diabéticos) cada uno de
los cuales recibid a través de una sonda endogastrica de acero inoxidable calibre 16 una
dosis unica de:

Grupo |: Animales no-diabéticos (n=2) los cuales recibieron 2.5 mi de agua bd. como
control.

Grupo 2: Animales no-diabéticos (n=4) los cuales recibieron 2.5 mi del extracto acuoso
de la Phoradendron tomentosum concentrado (2 g/kg)

Grupo 3: Animales no-diabéticos (n=4) los cuales recibieron 2.5 ml de la glibenclamida
(3 mg/kg).

Grupo 4: Animales-diabéticos (n=2) ios cuales recibieron 2.5 ml de agua bd. como
control.

Grupo 5. Animales-diabéticos (n=4) los cuales recibieron 2.5 ml del extracto acuoso de
la Phoradendron tomentosum concentrado (2 g/kg)

Grupo 6: Animales-diabéticos (n=4) los cuales recibieron 2.5 ml de fenformna (50
mg/kg).

8. Hipoglucemiantes Orales Empleados por ia Poblacion Diabética.

A) Glibenclamida (Spectrum Quality Products, Inc.) Hipoglucemiante oral que

pertenece al grupo de las sulfonilureas. Se empiea en el manejo de la DM estable sin
tendencia a la cetosis, tipo 11 (no-insulinodependiente) Administrada por via bucal su
absorcion es casi total a nivel intestinal, a nivel pancreatico en presencia de actividad
funcional del tejido insulinico posee efecto betacito que favorece la sintesis y la liberacion

3795335¢
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de insulina endogena lo que favorece la reduccion de la hiperglicemia se utiliza para

disminuir los niveles de glucosa en suero de los pacientes diabéticos produciendo una
eficaz secrecion de insulina.

El tratamiento se inmicia con 2.5 mg y si los resultados no son satisfactorios se
incrementa la dosificacion de 2.5 mg en 2.5 mg hasta 10 mg como dosis unica diaria. .Su

administracion oral es rapida y total y se alcanza el nivel maxime en suero en 1-2 h. La
vida media sérica es de 1.3-2.6 h.

B) Fenformin. Esta droga es un hipoglucemiante oral que pertenece al grupo de las
biguanidas, cuya accion, al parecer, es mixta ya que puede actuar en ausencia de insulina y
de pancreas funcionante, no es insulina ni estimula las célilas betapancreaticas para la
secrecion de insulina. Se emplea principalmente en la DM estable del adulto.

Administrada en capsulas de liberacion prolongada {debeone d.t.) el medicamento se
libera en un periodo de 8 h y produce una ligera y sostenida disminucién de azicar en
sangre durante 12 a 14 h. Es efectivo en un alto porcentaje de pacientes con diabetes estable
del adulto, con una dosis de 50 hasta 150 mg por dia, Adminisirada por via oral se absorbe
bien por mucosa gastrointestinal. En pacientes diabéticos con alimento en el estomago, el
efecto hipoglucémico se inicia de 1-2 h después de su administracion, su efecto maximo lo
alcanza aproximadamente de 4-6 h y persiste de 6-14 h. La vida media de eliminacion total
es de aproximadamente de 24 h, por lo que puede ser empleada en una sola toma al dia.

9. Analisis Estadistico

Los datos obtenidos de nuestro experimento se procesaron utilizando el método de
“t™ de student para muestras pareadas y no pareadas y para corroborar los resultados, estos

fueron sometidos a un mixed model de ANQVA, incluido en ¢l paguete estadistico minitab
version 10.0
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9. Pruebas Fitoquimicas de Reacciones Coloridas para la Deteccién de Metabeolitos
Activos en Phoradendron tomentosum [27}:

A) Prueba para Esteroles (Reaccion de Liebernman-Burchard);

Se preparo el reactivo, mezclando 1 ml de anhidrido acético, 1 ml de cloroformo y
una gota de acido sulfurico concentrado, luego en un pozo de una placa de porcelana se
deposito una pequefia muestra de la planta seca y mohda, se disolvio en cloroformo y se le
afiadi$ unas cuantas gotas del reactivo anteriormente preparado, se observaron los cambios
de coloracion a los 1, 2, 5, 20 y 60 minutos. La prueba es positiva cuando hay variaciones
de color, para los esteroles generalmente se observan colores verde, azul, rojo © nparanja.
El fundamento de la reaccion es el siguiente: el anhidrido acético puede reaccionar con los
hidroxilos (por ejemplo los del carbon de la posicion namero 3 de los esteroles) para
producir el éster correspondiente. Si el esterol original tiene una instauracién en la posicién
5 ocurrira una epimerizacion y una deshidratacion con la formacion de su color
caracteristico.

B) Prueba para Glucdsidos Cianogenéticos:

En un tubo de ensayo se colocan 2-3 g de planta seca y mohda, se agrega 1 ml de
cloroformo, en la parte superior del tubo de ensayo se¢ coloca una tira de papel filtro
previamente empapado con una solucioén de picrato de sodio (1 g de carbonato de sodio vy
100 mg de acido picrico mas 10 ml de agua) el tubo con la muestra se coloca a temperatura
de 30-35 ° C por tres horas aproximadamente. Si et papel vira a color rojo la prueba se
considera positiva para glucosidos ctanogénicos.

C) Prueba para Fenoles:

Se deposita una muestra del extracto metanolico de la P. tomentosum en uno de los
pozos de una placa de porcelana, se le afiade alcohol etilico hasta su completa disolucion y
posteriormente se agregan unas gotas de una solucion acuosa de cloruro férrico al 5%. La
prueba se considera positiva st inmediatamente se produce una coloracion de color verde,

azul 0 violeta.

Prueba del reactivo de Tolien’s. Esta es otra prueba para detectar fenales, en ella se
utiliza el reactivo de Tollen’s el cual se obtiene mezclando en un tubo de ensayo unos
gramos de la muestra de la planta en estudio con nitrato de plata, hidroxido de sodio y
amoniaco. La aparicién de un espejo de plata en el fondo y las paredes del tubo indica un
resultado positivo para fenoles.

D) Deteccion de Flavonoides:

Prueba de Shinoda: En un pozo de una placa de porcelana se deposita una muestra
del extracto metandlico de la P. tomentosum , se la agrega un trocito de magnesio v unas
gotas de acido clorhidrico concentrado. La prueba se considera positiva para flavonas,
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isoflavonas y para flavonoles si inmediatamente se produce una coloracion naranja-rojo-
azulosa, rojo-violeta o café-anaranjado. Las antocianinas dan una coloracion azul

E) Deteccion de Leucoantocianidinas:

En un pozo de una placa de porcelana se pone 1 g del extracto metanolico de la
pianta en estudio y se deja evaporar a sequedad, el residuo se redisuelve con una solucion
formada por acido clorhidrico 2N en propanoi 1. La aparicion lenta de una coloracién roja o
violeta se considera como prueba positiva

F) Deteccion de Alcaloides.

Prueba de Dragendorff. Este reactivo lo forman 2 soluciones: la primera la
preparamos mezclando 8 g de nitrato de bismuto con 20 ml de acido nitrico (al 30%) y la
segunda contiene 27.2 g de yoduro de potasio en 50 ml de agua. Se mezclan las soluciones
una y dos y se dejan reposar 24 hrs. Esta mezcla se filtra y afora a 100 ml con agua bd. Se
agregan unas cuantas gotas de este reactivo a la muestra de la planta la cual se encuentra
depositada en un tubo de ensayo, la prueba se considera positiva si se forma un precipitado
color naranja-marron.

Prueba de Mayer: El reactivo del mismo nombre esta formado por 2 soluciones, una
de eltas contiene 1.36 g de cloruro de mercurio ITI en 60 ml. de apua y la otra contiene 5 g
de yoduro de potasio en 10 ml de agua. Se juntan las dos soluciones y se afora a 100 ml con
agua bd. En un tubo de ensayo se pone una muestra del extracto metanolico de la planta en
estudio y se le agregan unas gotas del reactivo antenormente preparado, si aparece un
precipitado de color marrén es indicador de un resultado positivo.

Prueba de Wagner: Para preparar el reactivo de Wagner se disuelven 1.27 g de yodo
resublimado y 2 g de yodure de potasio en 20 ml de agua. Para efectuar la prueba se agrega
1 ml del reactivo anteriormente preparado en un pozo de porcelana en la cual previamente
se afiadio una muestra de extracto metanolico de la planta. L.a prueba se considera positiva
si se forma un precipitado floculento de color marron.

Prueba de Erdmann: Para preparar el reactivo de Erdmann se mezclan 10 gotas de
actdo nitrico concentrado en 100 ml de agua y 20 ml de acido sulfiirico concentrado.
Se deposita una muestra del extracto metanolico de la P. tomentosum en un pozo de una
placa de porcelana y se agregan 10 gotas de reactivo de Erdmann. Se forma un precipitado
color negro en caso de que ia prueba sea positiva.

G) Deteccion de Sesquiterpenlactonas:
Prueba de Legal: En un tubo de ensayo se deposita una muestra de extracto metanolico
de la planta, se le agregan 3 gotas de piridina, una gota de nitroprusiato de sodio al 5% y
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cuatro gotas de hidroxido de potasio 2N, las lactonas alfa y B insaturadas dan positiva esta
prucba con la aparicion de un color rosa. Pueden darla tambien las gama lactonas, asi como
las metilcetonas.

Prueba de Baljet: El reactivo de Baljet consta de dos soluciones las cuales se mezclan en
iguales volumenes antes de usarse; la solucion A contiene 1 g de acido picrico en 100 ml de
etanol. La solucion B conttene 10 g de hidroxido de sodio en 100 mi de agua. En un tubo de
ensayo se pone una muestra del extracto metanélico de la planta y unas gotas del reactivo
de Baljet. Observamos una reaccion positiva si aparece una coloracion anaranjada a roja
obscura.

H) Deteccion de Saponinas:

Prueba de Lieberman Burchard: En un tubo de ensayo se mezclan 1 ml de anhidrido
acético y 1 ml de cloroformo, se enfrian a 0 °C y se les afiade una gota de acido sulfurico.
Se agregan unas gotas del reactivo a la muestra metanolica del extracto de la planta que
previamente fue depositada en pozo de una porcelana. La prueba es positiva cuando hay
formacién de colores azul, verde, roja o anaranjado.

I} Deteccion de Insaturaciones [14].

Prueba de Bromo: En un tubo de ensayo se disuelven 0.2 mg del extracto
metanélico de la planta con 1 ml de tetracloruro de carbono y se agrega gota a gota una
solucion de bromo en tetracloruro de carbono al 2%. La prueba se considera positiva si en
¢l lapso de 1 minuto la solucion de bromo se decolora.

Prueba de permanganato de potasio (KMnO4).En un tubo de ensayo se disuelve 0.2
mg del extracto metandlico de la planta en 1 ml de agua, acetona o metanol y se agrega
gota a gota la solucion de KMnQ4 previamente preparada. La prueba es positiva si hay
decoloracion en el reactivo lo que indica la presencia de dobles enlaces

10, Métodos Cromatograficos.

Cromatografia en Capa Delgada (ccd): Este método cromatografico es
conmunmente utilizado en la separacion y purificacion de los principios activos de las
muestras de plantas (extractos, fracciones etc.) en los cuales se desee conocer su contenido.
En este método se emplean camaras de vidrio, con una cubierta mévil y en cuyo fondo o
parte inferior se recubren con papel filtro con el fin de mantener las instauraciones de los
vapores del eluente utilizado. Las dimensiones de las camaras empleadas son vanables en
funcién del nimero de muestras que se deseen correr.

Preparacion de Placas para Cromatografia en Capa Delgada (ced): 10 g de silica gel
(G, Powder, J.T. Baker) se disolvieron con 30 ml de agua bd mezclandose con cuidado para
que no se formen grumos o burbujas v, esta mezcla la dejamos reposar durante 2 minutos.
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alcohol para retirar trazas de polvo o grasa. En estas placas limptas se vacia una cantidad
considerable de la silica preparada en el parrafo anterior, deslizandose sobre la misma
cuidando que quede una capa de silica uniforme, se dejan reposar 30 minutos y
posteriormente se activaren o secaren dentro de una incubadora marca MAPSA.

Antes de correr nuestras muestras en las placas de ccd se hizo una prueba de
solubilidad de la planta en diferentes solventes: acetona, hexano, cloroformo, metanol,
etanol, agua bidestilada y dimetilsulféxido (DMSQO). En un vaso de precipitado de 10 ml, se
puso por separado 8 ml de cada uno de los solventes con una pequefia muestra del extracto
metandlico obtenido de la planta en estudio, se dejo reposar aproximadamente 30 min
mezclando la muestra con el solvente correspondiente durante intervalos de tiempo cortos.

Después de determinar que el cloroformo, metanol y el DMSO son buenos
disolventes para nuestro extracto metanolico se procedid, a correr las ced de este extracto
disuelto en metanol: En la parte inferior (aproximadamente 0.5 cm del limite inferior) de
una placa preparada con silica de 5 x 10 cm se marco a lapiz una linea horizontal. Sobre de
esta linea se colocaron con capilares preparados para este fin tres muestras de nuestro
extracto metanolico de la planta en estudio disueltas cada una de ellas por separado en 10
ml de metanol, cloroformo y DMSO. Este procedimiento se repitid vanas veces
depositando la muestra en el mismo punto donde se depositd por primera vez para obtener
asi una muestra saturada en nuestra placa y facilitar el deslizamiento. Posteriormente la
placa se lleva a incluir dentro de la cuba de vidrio que ya contiene el sistema de eluentes
correspondiente al o los compuesto(s) que por referencia pensamos que contiene nuestra
muestra y que nos interesa separar y se tapa con su cubierta de vidrio. Se deja correr ¢l
tiempo necesario sin permitir que suba por completo (aprox. 0.5 cm del extremo superior),
la retiramos de la cubeta de vidrio y se deja secar en una plancha con calor.

Se lleva a una camara de Iuz ultravioleta para observar las manchas que se
formaron, durante el corrimiento de nuestra muestra en el sistema de eluentes empleado.
Cuando no se aprecia muy claro entonces, podemos introducir nuestra placa en una camara
que contiene cristales de yodo, para que a través de los vapores que estos desprenden nos
ayuden a revelarla y podamos observar mejor las manchas que produjo la muestra.

Por ultimo se midio la relacion de frente (Rf) en la placa y en base a este valor

determinar el tipo de compuesto(s) que posee nuestra muestra.
La polandad de los sistemas de los eluentes empleados esta en relacion directa con

la composicion de la muestra que se va a correr en la cromatografia en ccd.
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Los sistemas de eluentes mas utilizados en ccd son los siguientes y se expresan en una
relacion (viv) {271

A) Para separar Sapominas:
butanol-acido acético-agua (4:1:1)
hexano-acetato de etilo (1:1)

cloroformo-ctanol (95:5)
cloroformo-metanol (9:1)
n-hexano-acetato de etilo{1:1)

B) Esteroles:
Benceno-acetato de etilo (4:1)
Benceno-cloroformo (9:1)

C) Sesquiterpenlactonas:
Cloroformo-metanol (9:1)
Eter etilico-cloroformo (1:4)
Benceno-acetato de etilo (1:1)

Como agente cromogeénico se emplearon vapores de yodo.
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REACTIVOS Y MATERIALES EMPLEADOS

11. Material Biolégico:
1.- Ratas macho raza Sprague-Dawley

12. Material Quimico:

1.- Estreptozotocima (EZT) , marca CALBIOCHEM, No. Catalogo No.B28580.
2.- Glybunide (Glibenctamida), marca SPECTRUM Quality Products inc. No. 08901
3.- Fenformin

4 .- Silica gel 7 G, Powder, J.T. Baker

5.-Yodo

6.- Metanol (MeOH)

7.- Cloroformo

8 - Dimetilsulfoxido (DMSO)

13.- Equipo Empleado:

1.- Balanza Granataria, hasta 2610 g, Triple Beam Balance, OHAUS, Florham Park, N J.
079032, U.S.A.

2.- Equipo de extraccion tipo soxhlet, Buchi Laboratoriums-technik AG CH-9230 Flawil/SG

3.- Rotaevaporador-El, Buchi Laboratoriums-technik AG CH-9239 Flawil/Schweiz.

4 - Incubadora MAPSA, Comercial de abastos CDA, serie 9874-1.

5.- Molino eléctrico, Molino del Rey 1 HP.

6.- Glucometro, One Touch, Sure Step, Lifescan, Johnsen and Johnson Company.

7.- Podadora telescopica con sierra, Village Blacksmith, No. 7087.

8.- Computadora Oliveti M 7000 DT, 750 senies.

9 - Matraz Erlemmayr 4 litros, Pyrex.

10.-Jaula de restriccion, Flat bottom rodent restrainers, No A4578-5.

11.- Membranas b.45 um, Gelman Science. 18883-66-4

12.- Jeringas para insulina 0.3 ml (0.3 cc) Becton Dickinson-Plast:pak, No. 60173

13.- Lanceta desechable estéril, Disquim S.A.

14.- Vasos de precipitado Pyrex

15.- Tirillas reactivas para orina (Urine Reagent Strips for Urianalysis) No. A20057

16.- Jaula metabolica Nalgene 6500100
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RESULTADOS

Inducciéon Experimental de Diabetes.

Para obtener nuestro modelo de animales diabéticos se administré a cada uno de los grupos
de animales diferentes dosis (10-50 mg/kg) de estreptozotocina (EZT) por via ip., de las
cuales la dosis de 35 mg/kg EZT resultd ser la dosis efectiva diabetogénica, pues a los 45
dias de tratamiento, el grupo al cual se le habia administrado esta dosis presenté una
concentracton de glucosa sanguinea de 256 mg/di (Tabla 1).

Posteriormente nuestro lote de animales se dividio en 2 grupos: animales diabé€ticos y
animales no-diabéticos los cuales, a su vez, se subdividieron en dos subgrupos cada uno.
Uno de ellos recibid como tratamiento el extracto acuoso de la P. iomentosum como unica
fuente de liquidos y el otro recibi¢ agua como conirol. Posteriormente se determinaron sus
niveles de glucosa sanguinea al inicio del tratamiento o t1=0y, 45 dias después.

En la Tabla 2 se muestran ios resultados de este estudio donde se puede observar una
disminucion de la concentracion de glucosa en los animales diabéticos que recibieron por
45 dias el tratamiento con el extracto acuoso de P. tomentosum, contrario a lo observado en
los animales diabéticos control (agua) los cuales, mostraron niveles altos de glicosa sin
ningiin cambio significativo en los dos tiempos muestreados. Los grupos formados con las
ratas no-diabéticas manejadas con los dos tipos de tratamientos mostraron los niveles de
glucosa sin ningun cambio importante en los diferentes tiempos. Aqui, se utilizé el método
estadistico de “t” pareada.

Los grupos presentados en la Tabla 3 se distribuyeron de manera similar a los manejados en
el estudio representado en la Tabla anterior. En la Tabla 3 observamos también una
disminucion de los niveles de glucosa de los animales diabéticos tratados con extracto
acuoso de P. tomentosum al t2=45 dias mientras que los animales diabéticos control (agua)
no se observd esta disminucion de glucosa sanguinea sino todo lo contrario los niveles de
glucosa aumentaron a 226.0 + 29.35 mg/dl. Los amimales no diabéticos que recibieron ya
sea el extracto acuoso como los control mantuvieron niveles de glucosa bajos y estables.

La Tabla 4 muestra los niveles de glucosa sanguinea (mg/dl) en las ratas diabéticas que
recibieron los tratamientos del extracio acuoso de P. tomentosum y el agua a diferentes
tiempos. Los valores mostrados presentan una disminucion de la concentracion de glucosa
sanguinea en los animales diabéticos que tomaron el extracto acuoso de la planta en estudio
al tz en comparacién con los animales diabéticos que se trataron con agua.

Lo mas relevante es gque aqui para hacer el estudio estadistico de estos resultados se
consider6 el efecto de cada una de las variables por separado o individualmente como
salud, tiempo, bebida, rata. Posteriormente se hace la estadistica con la combinacion de 2
variables (salud-tiempo, etc.) y al final empleando la interaccion de 3 variables (salud-
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bebida-rata, etc.). Todo esto para demostrar la influencia que ejercen nuestras variables al
manejarlas ya individuales o combinadas.

Las Tablas 5 y 6 muestran los resultados obtemdos en un estudio preliminar donde se
manejo el efecto de dos hipoglucemiantes orales empleados en la clinica para el control de
la diabetes: la glibenclamida y el clorhidrato de fenformina a tiempos cortos (1 y 3 hr). La
primera droga se administré al grupo de ratas no-diabéticas (Resultados Tabla 5) y el
clorhidrato de fenformina al de las ratas diabeticas (Resultados Tabla 6). Es importante
hacer notar que los animales que se manejaron en estos estudios fueron los mismos que los

empleados en el estudio anterior.

1.as ratas no-diabéticas a tiempos cortos (3 h) mostraron una disminucion en sus niveles de
glucosa después de la admunistracién de la droga hipoglucemiante conocida como
glibenclamida en comparacion con los grupos control y el que recibio el exiracto de la P.
tomentosum.

En la Tabla No. 6 se puede observar que de los animales diabéticos gque recibieron los tres
diferentes tipos de tratamiento (clorhidrato de fenformina, extracto de P. fomentosum y
agua) solo algunos respondieron disminuyendo sus niveles de glucosa sanguinea (marca
con asterisco) pero si los manejamos como grupos no podemos concluir efecto de ninguno
de los tres tratamientos esto, probablemente se debe a que los animales tenian ya un buen
tiempo de padecer la diabetes y de que ademas se habian manejado en estudios previos.

La Tabla 7 muestra los resultados de las Pruebas Fitoquimicas realizadas al extracto
metanolico de la Phoradendron tomentosum. En esta Tabla se pueden apreciar cuales
fueron las pruebas que resultaron positivas para los diferentes metabolitos esudiados:

1) Lieberman-Burchard para esteroles

2) Baljet para sesquiterpenlactonas

3) Lieberman-Burchard para saponinas.

Por Gltimo en la Tabla 8 se muestran los valores de Rf (factor de retardo) obtenidos de las
manchas o metabolitos separados mediante cromatografia en capa delgada del extracto
metandlico de la P. tomentosum.
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Tabla 1. Niveles de Glucosa Sanguinea (mg/dl) en Ratas (Sprague-Dawley) que recibieron

i.p. diferentes Dosis de Estreptozotocina (EZT).

EZT (mg/k Tiempo

dias (d) 0 15 30 45
0 84 71 85 77
10 i 64 72 66
20 66 69 76 69
30 75 30 106 256
50 80 165 500 500

Los valores son el promedio, n=5
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Tabla 2. Efecto del Extracto Acuoso obtenido de Phoradendron iomentosum sobre los
Niveles de Glucosa Sanguinea en Ratas Diabeticas y ratas no Diabeticas.

Grupo Tratamiento Glucosa Sangutnea {mg/dl)
= 0 ta= 45
(pre-tratamiento) (45 dias post-tratamiento)

Drabético:

1) Extracto Acuoso 293.20£56.56 112.00+£35.58

P. tomentosum

2) Agua 214 40+88.82 226.00+29 35
No Diabético:

1) Extracto Acuoso 80.60+ 27.56 72.60+£15.04

P. tomentosum

2) Agua 57.00+25.34 65.80+£9.26

Valor promedio + D.E_; n=5 para cada uno de los grupos, prueba de *“t” pareada,

Grupo Diabético con tratamiento de Extracto Acuoso de Phoradendron tomentosum en
tiempo 1 y tiempo 2, P<0.001, “t’= 10.97

Grupo Diabetico con tratamiento de Agua en el t; y tz. P=0.793, “t7=0.284

Grupo No Diabético con tratamiento de extracto acuoso de Phoradendron tomenfosum en
tiempo | y 2, P=0.567, “t"=0.62

Grupo No Diabetico con tratamiento de agua en ty y tz, P=0.577
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Tabla 3. Efecto del Extracto Acuoso obtenido de Phoradendron tomentosum sobre los
Niveles de Glucosa Sanguinea en Ratas Diabeticas y ratas no-Diabéticas.

Grupo Tratamiento Glucosa Sanguinea (mg/dl)
- 0 t= 45
(pre-tratamiento) (45 dias post-tratamiento)

Diabético:

1) Extracto Acuoso 29320+ 56.56 112.00+35.58

P. tomentosum

2y Agua 214 40+88 82 226.00+£29 35
No Diabético:

1) Extracto Acuoso 80.60+27 56 57.00+25.34

P. tomentosum

2) Agua 72.60+15.04 65.80:£9 24

Valor promedio = D.E., n=5 para cada uno de los grupos, prueba “t” no pareada.

Grupo Diabético con extracto acuoso de P. fomentosum vs. Grupo Diabético con agua al t).
P=0.133, “t"=1.67

Grupo Diabético con extracto acuoso de P. tomentosum vs. Grupo Diabético con agua al t;,
P<0.001, *t"=5.53

Grupo No Diabético con extracto acuoso de P. tomentosum vs. Grupo No Diabético con
agua al t; P=10.196, “t=1 41

Grupo No Diabético con extracto acuoso de P. fomentosum vs. Grupo No Diabético con
agua al t; P= 0414, “t”=0.86
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Tabla 4. Niveles de Glucosa (mg/dl) de Ratas Diabéticas y no Diabeticas que recibieron los
tratamientos de Extracto Acuoso de Phoradendron tomentosum y Agua.

t1= 0 dias ty= 45 dias
Animales Extracto Acuoso Agua Extracto Acuoso Agua
P. tomentosum P. tomentosum
Diabéticos: 330 193 103 220
345 350 167 211
301 150 98 256
200 250 71 255
290 129 121 188
No diabéticos: 112 156 71 74
—_— 107 36 79 69
74 56 77 72
55 99 48 63
Cuadro de Apalisis de Varianza (ANOVA)
Fuente DF SS MS F P
Salud 1 202778 202778 il12.16 0.000
Tiempo 1 17808 17808 i2.54 0.024
Bebida 1 14 14 0.00 0.950
Rata 4 11566 2891 1.96 0.165
Salud-tiempo 1 18148 18148 16.01 0.016
Salud-bebida 1 2690 2690 1.82 0.202
Salud-rata 4 7232 1808 1.23 0.351
Tiempo-bebida i 27458 27458 18.61 0.001
Tiempo-rata 4 5679 1420 0.96 0.463
Bebida-rata 4 12994 3248 2.20 0.130
Salud-B-T 1 19360 19360 13.12 0.004
Salud-T-R 4 12994 3248 2.20 0.566
Error 12 17707 1476
Total 39 347966
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Tabla § Niveles de Glucosa Sanguinea (mg/d! ) en Ratas No-Diabéticas tratadas con
Extracto Acuoso de Phoradendron tomentosum y con Glibenclamida

Tiempo (hr) O 1 3
Tratamiento;
1} Extracto Acuoso de Phoradendron tomentosum:
Rata No.
| 74 62 75
2 64 62 44
3 62 53 58
4 87 89 58
X=72£990 X=66+135 X = 59+1098%
2) Ghibenclamida:
1 78 33 51
2 67 63 47
3 78 69 37
4 74 59 42
X=74+495 X=5+1374 X= 44%+ 526
3) Control {agua):
1 72 72 57
2 71 57 67

X— 7105 X=64x75 X= 625
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Tabla 6. Niveles de Glucosa Sanguinea (mg/dl ) en Ratas Diabeticas tratadas con Extracto
Acuoso de Phoradendron tomentosum y con Clorhidrato de Fenformina.

Tiempo (hr 0 1 3

Tratamiento:;

1) Extracto Acuoso de £. tomentosum:

Rata No.

1 93 156 122

2 127 148 TO¥

3 114 113 91*

4 45 77 63
X=95+31.17 X=123+£334 X=86+23

2) Clorhidrato de Fenformina:

1 145 62 179

2 136 175 73*

3 140 99 B2*

4 136 07 14* *
X=139+3.69 X=85+61.04 X=87%60

3) Control (agua):

1 101 130 66*

2 149 72 59%

X=125+24 X=101+29 X=62+35



Tabla 7. Resultados de las Pruebas Cualitativas Fitoguimicas realizadas con

tomentosum para Determinar su Composicion.
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P.

COMPUESTO PRUEBA RESULTADOQS
Pruebas con Planta Seca v Molida:
Esteroles Lieberman-Burchard positivo
Glucosidos G. Cianogeneticos negativo
Pruebas con Extracto Metandlico:
Taninos Fenoles negativo
Tollens negativo
Flavonoides Shinoda negativo
Leucoantocianidinas negativo
Alcaloides Dragendorff negativo
Mayer negativo
Wagner negativo
Sesquiterpenlactonas Legal negativo
Baljet positivo
Saponinas Lieberman-Burchard positivo
Insaturaciones KMnO4 negativo
Bromo negativo
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Tabla 8. Factor de retardo (Rf) determinados en las Manchas o Fracciones observadas de
cada uno de los Metabolitos Secundanos de las Cromatografias practicadas al Extracto
Metanolico obtenido de la Planta en Estudio (7. tomentosum).

Sistema: Revelado
Visible Ultravioleta Vapor de Yodo
1.Sesquiterpenlactonas:
a)} Cloroformo-metanol amarillo 0.67 naranja 0.84 café 0.84
91 naranja 0 69 cafe 0.69
b)Benceno-acetato etilo amarillo 0.52 naranja 0.26 caf¢ 0 13
1:1 naranja 0.40 café¢ 0.26
naranja 0.53 café 0.56
2.- Esteroles:
a)Benceno-acetato de etilo  azul 0.52 rojo 0.23 café 0 23
4:1 azul 0.75 café 0.83
b) Benceno-cloroformo azul 0.59 rojo 0.15 café 0.92
4:1 rojo 0.76 café 0.90
azul 0.84 café 0.92
amarillo 0.89
3- Saponinas:
a) Cloroformo-metanol-agua  azul-verdoso 0.76 rojo 0.85 café 0.14
63:35:10 rojo 0.72 café 0.92
ro0jo 0.78 café 0.96
b)Hexano-acetato de etilo azul-verdoso 0 69 café 0.76 café 0.83
1:1 naranja 0.78 cafe ¢ 90
naranja 0 62 café 0.13
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DISCUSIONES Y CONCLUSIONES

La induccion de diabetes en nuestros animales de laboratorio (ratas Sprague-Dawley) se
confirmo después de 45 dias de la admnistracion 1.p. de 35 mg/kg de EZT. Con este
tratamiento las ratas presentaron sintomas como: poliuria, polifagia, polidipsia, pelo crespo,
disminucion de peso y niveles de glucosa alta (Tabla 1). Es interesante hacer notar que las
ratas diabéticas bebieron en su totalidad los biberones que se les ofrecieron con el
contenido del extracto acuoso de Phoradendron tomentosum, mientras que las ratas del
grupo control no consumiercn totalmente el agua del biberén esto, confirma, el estado
diabético de los animales.

El tratamiento de 45 dias con el extracto acuoso de la P. tomentosum demostré que fue
capaz de disminuir significativamente los niveles de glucosa sangumnea en nuestro modelo
de ratas diabéticas en comparacioén con el grupo diabético control que solo recibié agua de
beber P <0.001 (Tabla 3).

Ademas al realizar el mixed model ANOVA encontramos que existe una interaccion
significativa P<0.004 entre nuestras vanables: glucosa, extracto acuoso de Phoradendron
tomentosum y tiempo, como se puede observar en la Tabla 4.

El mezquite (prosopis) es un arbol del cual generalmente solo se aprovecha la madera para
obtener lefia, y que, a simple vista no es atractivo por lo que no se le da ningun valor
decorativo, comercial ni mucho menos medicinal, mas sin embargo, algo muy importante
es que es hospedero de uma planta parasita conocida como “injerto de mezquite” o
Phoradendron tomentosum la cual por su uso en Medicina Popular como agente
antidiabético motivo el estudio de este trabajo de Tesis.

El Municipio de San Pedro Garza Gareia, N. L. se ha preocupado por cuidar y proteger a
este tipo de vegetacion, adoptando al mezquite como una de sus plantas representativas,
por lo que facilmenie se le puede enconirar como vegetacion de ornate decorando plazas
comerciales.

El estudio comparativo con hipoglucemiantes orales que se presento al final de este
proyecto fue realizado como un estudio preliminar ya que para desarrollarlo se utilizaron
los animales diabéticos que ya habiamos utilizado en la prueba del extracto de la P.
tomentosum esto, dada la dificultad de proveernos de animales en relacion al factor tiempo
quisimos aprovecharlos. Probablemente debido al estado de estos animales nuestros
resultados no fueron muy significativos ya que solo el grupo de amumales no-diabéticos
respondié a la accion del hipoglicemiante glibenclamida disminuyendo sus miveles de
glucosa sanguinea y no asi el grupo de ratas diabéticas las cuales como ya temian mas de
cuairo meses de padecer la enfermedad no fueron capaces de responder de una manera
concluyente a la accion del extracto acuoso de la planta ni al clorhidrato de fenformina.
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Los estudios fitoquimicos realizados utilizando tanto las reacciones coloridas como las
cromatografias, revelaron que la Phoradendron tomentosum posee los siguientes grupos de

metabolitos secundarios: esteroles, saponinas y sesqurterpeniactonas.

Después de analizar estadisticamente nuestros resultados podemos decir que el extracto
acuoso de la planta Phoradendron tomentosum posee la capacidad de reducir los niveles
altos de glucosa en sangre (hiperglucemia) en nuestro modelo de animales diabeticos
inducidos experimentalmente. Ademas sol0 nos restaria separar el extracto en los
metabolitos secundarios identificados para determinar posteriormente cual o cuales son los

responsables de esta actividad hipoglucemiante.

Tomando en consideracion la actividad hipoglucemiante identificada en la P. tomentosum
pretendemos, en un estudio futuro inmediato (Proyecto de mi Tesis de Doctorado en
Ciencias) realizar la evaluacion mutageénica de esta planta para que pueda ser aplicada con
mayor seguridad como tratamiento en los pacientes diabéticos ayudandoles a reducir sus
mveles de glucosa sanguinea y contnbuir asi al desarrollo de nuevas drogas
hipoglucemiantes que resulten activas y no produzcan efectos adversos indeseables en

nuestra poblacion diabética.
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