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RESUMEN

La diabetes mellitus es una enfermedad que como causa de muerte en 1995 ocupd en
México el cuarto lugar, después de las enfermedades cardiovasculares, oncoldgicas y muertes
violentas. El nimero de enfermos que padecen esta enfermedad se encuentra entre el 3 y el 6%
a nivel mundial. En la actualidad el tratamiento de la diabetes consiste en el uso de insulina e
hipoglucemiantes orales sin embargo los métodos empleados en €l tratamiento para los
diferentes tipos de diabetes se encuentran muy lejos de lo deseado para mantener un estado de
normoglucemia y prevenir las complicaciones en los diabéticos; por lo que el indice de
mortalidad a causa de esta enfermedad sigue en aumento. Por lo anterior un programa de
investigacion interdisciplinario sobre plantas medicinales podria conducir a alternativas

eficientes para el control de esta enfermedad.

Las plantas Salpianthus arenarius (Nyctaginaceae), Acrocomia mexicana ( Palmaceae),
Agarista mexicana (Ericacea) y Verbesina persicifolia (Compuestas) son utilizadas en la
medicina folkldrica en forma de extractos acuosos para el tratamiento de la diabetes mellitus
en los estados de Michoacén y Guerrero (Salpianthus. arenarius), San Luis Potosi y Veracruz
(Acrocomia mexicana), Guerrero (Agarista mexicana), Veracruz (Verbesina persicifolia). De
cada planta se obtuvieron los extractos de hexano, cloroformo y metanol a los cuales se les
determiné el efecto hipoglucémico en ratones diabéticos y normoglucémicos, se determinaron
los niveles de glucosa sanguinea a 1.5, 3, 4.5 y 24 h después de la administracion de los
extractos por el método de o-toluidina. Los extractos metandlicos de la raiz de Salpianthus
arenarius 'y Acrocomia mexicana, y cloroférmicos de las hojas de Agarista mexicana 'y
Verbesina persicifolia, produjeron un significativo efecto hipoglucémico en los animales

tratados. Estos extractos aumentaron la tolerancia de glucosa en ratas Wistar diabéticas.




Se aisléo a partir del extracto metandlico de la raiz de Salpianthus arenarius un
compuesto con actividad hipoglucémica al cual se le denomind “saliriol” y su estructura se
determindé por medio de espectrometria de masas, Infrarrojo y RMN. El compuesto aislado se

identific6 como: 6 "-(2-2 dihidroximetil-4-hidroxi metilen- 1,3-dioxolano)-- D- manopiranosa.

La actividad antidiabética del saliriol se determin6é en ratones normales y diabéticos
después de la administracion de varias dosis de este compuesto (25, 50 y 100 mg/kg)
mostrando una fuerte actividad hipoglucemiante dosis-dependiente. En ratas diabéticas, el
saliriol produce una disminucién en la glucemia alcanzada durante la curva a la tolerancia de
glucosa cuando se administrd a dosis de 50 mg/kg. La actividad del saliriol fue comparada con

la tolbutamida mostrando que el efecto hipoglucémico es de duracién similar a ésta dltima.

A partir del extracto metandlico de la raiz de Arocomia mexicana se aislé un
carbohidrato, al cual se le denomind “coyolosa” con propiedades hipoglucemiantes, y su
respuesta es dosis- dependiente. La estructura y la estereoquimica relativa se determind por
medio de andlisis espectroscopico, empleando informacion sobre las interacciones estéricas y
conformacion de derivados del tetrahidropirano y carbohidratos. El compuesto aislado se
identific6 como  6-O-B-D-galactopiranosil-6-O-f-D-galactosa. La coyolosa presentd una
significativa disminucion en los niveles de glucosa sanguinea en ratones diabéticos, cuando se
administré a dosis de 5,10, 20 y 50 mg/kg. La coyolosa administrada en ratones
normoglucémicos a dosis de 50 y 100 mg/kg también disminuye los niveles de glucosa en
sangre y en ratas diabéticas produce un aumento a la tolerancia a la glucosa a dosis de 50
mg/kg. El efecto hipoglucémico de este compuesto es menor de 24 h en comparacién con la

actividad de la tolbutamida que es de duracién mds prolongada.

Del extracto cloroformico de las hojas de Agarista mexicana se aislé un compuesto, al
cual se denomind “agaristina ”, con propiedades hipoglucemiantes. La actividad antidiabética

de la agaristina se determiné en ratones normales y diabéticos. Se encontré que después de la




administracion  de 50 mg/kg hubo una marcada disminucion de los niveles de glucosa
sanguinea. En ratas diabéticas produjo una disminucién en los niveles de glucemia en la
tolerancia a la glucosa a dosis de 50 mg/kg. El efecto hipoglucémico de este compuesto es
mayor de 24 h mostrando que el efecto antidiabético es de duracidon similar al de la

tolbutamida. Actualmente se estd determinando la estructura de este compuesto.




ABSTRACT

Diabetes mellitus is a sickness that causes death. In 1995 it ranked in the fouth place,
after cardiovascular, oncological and violent causes of death. The number of patients that have
this sickness is of the order of 3 to 6 % woldwide. Nowdays, diabetes is treated by the use of
insulin and oral hypoglycemic products. Nevertheless, these different methods of treatment
produce results that are from producing the normal normoglycemic state desired to prevent
complications in diabetics; thus, and interdisciplinary research program studying antiglycemic

compounds in medicinal plants could offer alternatives to control this sickness.

The following plants are used in folcklore medicine in Mexico for the treatment of
diabetes mellitus: Salpianthus arenarius (Nyctaginaceae), Acrocomia mexicana ( Palmaceae),
Agarista mexicana (Ericacea) and Verbesina persicifolia (Compuestas), as aqueous extracts in
the states of Michoacan and Guerrero; (Salpianthus. arenarius), San Luis Potosi and Veracruz
(Acrocomia mexicana), Guerrero (Agarista mexicana), Veracruz (Verbesina persicifolia). From
each plant, extracts were made using hexane, chloroform and methanol, and to each, its
hypoglycemic effect was determined, using diabetic and normoglycemic mice. The glucose
blood levels were determined at 1.5, 3, 4.5 and 24 h after administration by the o-toluidine

method.

Methanol extracts of the root of Salpianthus arenarius and Acrocomia mexicana, and
chloroform extracts of the leaves of Agarista mexicana y Verbesina persicifolia, produced
significant hypoglycemic effects in the treated animals. Theses extracts increased glucose

tolerance in diabetic Wistar rats.




From the metanol extract of the Salpianthus arenarius root, a compound with
hypoglycemic activity named “saliriol” was isolated. Its structure was determined by mass
spectroscopy, infrared and RMN and identified as: 6"-(2-2 dihydroximethyl-4-hydroxi metilen-

1,3-dioxolane)-- D- manopyranose.

The antidiabetic activity of “saliriol” was tested in normal and diabetic mice after
several dose administrations of this compound (25, 50 and 100 mg/kg), indicating a strong
dosé-dependent hypoglycemic activity. In diabetic rats, “saliriol” produced a reduction in
glycemia, reached during the glucose tolerance curve when administered at a dose of 50
mg/kg. Saliriol’s activity was compared with tolbutamide, indicating that its hypoglycemic

effect is similar in duration to it.

From the methanol extract of the root of Arocomia mexicana, a carbohydrate was
isolated and named “coyolosa”, which has hypoglycemic properties and ist response is dose-
dependent. Its structure and relative stereochemistry was determined by spectroscopic analysis,
using information of its steric interactions of tetrahydropyrane and carbohydrates, and

identified as 6-O-B-D-galactopyranosil-6-O--D-galactose.

Coyolosa presented a significant reduction in the blood glucose level in diabetic mice,
when administered at doses of 5,10, 20 y 50 mg/kg. And also reduces glucose levels in blood
of normoglycemic and diabetic rats, causing and increase in the tolerance to glucose at doses of
50 mg/kg. The hypoglycemic effect of this compound is less than 24 h compared with

tolbutamide activity which hes a longer activity.

From the chloroform extract of the leaves of de Agarista mexicana, a compound with
hypoglycemic properties named “agaristina” was isolated. Its antidiabetic activity was
determined in normal and diabetic mice. After 50 mg/kg dose administration it showed a
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marked reduction in levels of blood glucose. In diabetic rats, it gave a reduction in glycemia
levels in the glucose tolerance test at a dose of 50 mg/kg. Its hypoglycemic effect is similar in

duration to tolbutamide, and its structure in currently being determined.
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ANTECEDENTES

En 1873, el arquedlogo y novelista aleman George Ebers, excavando en las ruinas de la
antigua ciudad de Tebas encontré un papiro, escrito hacia el afio 1553 A.C. Este papiro
contiene una sintesis de todos los conocimientos médicos del antiguo Egipto, entre las diversas
enfermedades que describe, menciona una en especial, donde los enfermos adelgazan, tienen
hambre y sed, orinan en forma abundante indudablemente el sacerdote (an6nimo) que escribid

este papiro observd y supo describir adecuadamente los sintomas de la diabetes juvenil (1).

La primera descripcion real de la diabetes data de alrededor de 1500 A.C. En los
siglos cercanos al principio del cristianismo se describié la aparicion de diabetes en
generaciones sucesivas. Los famosos trabajos realizados en la india por Susruta y su discipulo
Charaka, en el siglo V A.C. (2 ), indican la presencia de una rara enfermedad propia de las
clases ricas, principalmente en las personas obesas que comen mucho dulce y arroz; cuya
caracteristica mas peculiar es que la orina tiene un sabor dulce. Para Hipocrates, el padre de
la medicina griega, la diabetes fue desconocida. En el afio 70 .de nuestra era, Arateo de
Copadocea describe a la enfermedad como un sifén que vacia al organismo. Al paso de los
anos, los sintomas de la diabetes fueron perfectamente conocidos por los médicos y se
conservan hasta la fecha los nombres dados por la etimologia griega: polidipsia (sed),

poliuria (orina abundante) y polifagia (apetito constante).

La medicina 4rabe alcanzé su esplendor en los siglos X y XI , el médico Avicena vuelve
a describir la sintomatologia de la diabetes y afiade a los sintomas ya conocidos el trastorno en

las funciones sexuales (2).
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En el siglo XIV. el médico suizo Paracelso, colocé orina de un enfermo de diabetes en
un recipiente, lo llevé a sequedad hasta obtener un polvo blanco, afirmando que debido a la

presencia de esta sal se presentaba la polidipsia y la poliuria (2).

En el afio 1679, el Dr. Thomas Willis (3), al igual que hiciera un milenio atrds Susruta,
probé la orina producida por algunos enfermos de diabetes, encontrando en varios pacientes
que la orina era muy dulce, en cambio en otros enfermos no lo era tanto y en algunos era
totalmente insipida. Esta observacion le permitié diferenciar dos clases de diabetes, la mas
frecuente es aquella en que la orina presenta sabor dulce y la llamé diabetes mellitus (en latin
mellitus significa miel). Cuando la orina no presenta sabor la llamé diabetes insipida. Adn en
este periodo se observo que la herencia era importante, ya que generalmente varios miembros
de una familia estaban afectados con la enfermedad de agua dulce. Durante este lapso de la
historia, se registrd otro tipo de diabetes, la que se inicia en la madurez; en la cual, ademas de

los sintomas usuales el paciente se encontraba obeso y sin energia.

Durante el siglo XIX, se inicia la época de la medicina experimental. Claude Bernard
descubrié que las féculas y azicares tomadas de los alimentos se metabolizaban produciendo
glucosa y ésta en el higado se convierte en glucégeno, el cual a su vez pasa nuevamente a
glucosa manteniendo de una manera constante la concentracién de azicar en la sangre. Las
descripciones historicas de la enfermedad por Thomas Willis, Dodson y Claude Bernard dieron

importancia al padecimiento y al reconocimiento de las complicaciones que esta presenta (4).

También en el siglo XIX, Brockman, en un estudio en peces y mdas adelante
Langerhans en su estudio en humanos, descubrieron que, dispersos en la masa pancredtica de
aspecto muy similar a las glandulas salivales, se encuentran racimos de células cuya estructura

-es diferente a las que producen enzimas digestivas y cuya funcién en ese momento no pudo ser
determinada, estos islotes forman el 1% del total del pancreas. En 1889 los fisi6logos
alemanes Von Mering y Minkowski de la Universidad de Estrasburgo, notaron que si se
extirpaba el pancreas en perros, el animal desarrollaba diabetes con un comienzo agudo, de
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curso grave y que terminaba con la muerte del animal en pocas semanas. Mds adelante, los
cientificos descubrieron que ain destruyendo al pancreas, los animales no se volvian diabéticos
si los islotes se preservaban. Los estudios de Opie en los Estados Unidos confirmaron el hecho
de que los pequeiios islotes estaban dafiados en humanos con diabetes; por ello concluyo que el
pancreas produce una sustancia indispensable para el aprovechamiento de las féculas y los
azdcares, y que esta sustancia se debe de producir en los islotes de Langerhans y la bautizd

con el nombre de insulina mucho antes de que esta fuera descubierta (5).

Utilizando esta informacién, en 1921 Banting y Best en Ontario, Canad4, iniciaron un
proyecto de investigacion sobre la diabetes; el cual consistid en el aislamiento y purificacion de
los tejidos de los islotes de ciertos animales e inyectaron este material a un animal con
diabetes. Ellos encontraron que los niveles de azicar sanguineo descendian, esto fue un
importante evento para los miles de diabéticos en todo el mundo y sefiald el principio de una
nueva era en el tratamiento de la diabetes. En el campo de la diabetes después de aislar la
insulina pocos descubrimientos en la medicina han tenido tan grandes repercusiones como los
trabajos experimentales realizados por estos investigadores canadienses . En 1955 Sanger
dilucidé la estructura quimica de la insulina bovina y fue hasta 1960 que Nicol y Smith
describieron la estructura quimica de la insulina humana. En 1963 un grupo de investigadores
lograron la sintesis quimica de la insulina (6, 7). Si bien estos descubrimientos fueron
considerados como la solucién de los problemas originados por la diabetes, eventualmente se

vio que la administracion intermitente de insulina producia diversas complicaciones.
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MARCO TEORICO

La diabetes Imellitus (DM) es una enfermedad crénica, caracterizada por un aumento
de la glucosa en la sangre y la excrecién de glucosa por la orina, como consecuencia de una
deficiencia en la secrecion de insulina o de un trastorno en el efecto biolégico de la misma (8).
La disminucién de la eficacia de la insulina secretada por las células B de los islotes de
Langerhans esté relacionada con otros estados patoldgicos que se originan en el higado y otras
glandulas endocrinas, especialmente la hipofisis, las suprarrenales y la tiroides (9-11).
Actualmente se conoce muy poco acerca del mecanismo por el cual se produce esta
enfermedad, por lo que en 1979 se decidi6 clasificar esta enfermedad en diferentes tipos,
basandose en la caracteristicas de la secrecidon de insulina y de su sensibilidad (12, ‘13) las

cuales se discuten a continuacion.

1.- Diabetes mellitus tipo [ o insulino dependiente (DMID).

La DMID esti caracterizada por una destruccion total de las células § productoras de
insulina probablemente debido a una reaccién autoinmune, los pacientes mds comunes son
jovenes, ya que es muy raro que se presente en personas adultas (14). Esta se manifiesta
especialmente en personas no obesas; es un problema catabolico en el cual la insulina circulante
se encuentra ausente y el glucagén plasmético es elevado y las células B no responden a ningln
estimulo insulinogénico (15). La situacion genética en estos casos alin no se encuentra muy

clara.

El tratamiento adecuado de este tipo de diabetes es con insulina (16), y una dieta
especial (17). El uso de insulina en el control de la diabetes y sus complicaciones han

demostrado que reduce 76% el riesgo de que el paciente desarrolle retinopatia (15). El
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objetivo principal en el manejo de pacientes DMID es asegurar que el individuo sea capaz de

participar plenamente en las actividades cotidianas (18, 19).

2.- Diabetes mellitus tipo II o no insulinodependiente (DMNID)

Esta enfermedad se presenta en un grupo heterogéneo de personas, ocurre
predominantemente en adultos y ocasionalmente en jévenes y se caracteriza por presentar
resistencia a la insulina, teniendo produccion de ésta (20). Siempre se ha creido que la DMNID
es un problema familiar (21-26) y actualmente se sabe que tiene fuertes determinantes genéticas
(27). También la obesidad es un factor de riesgo perfectamente identificado (28-30). En la
diabetes mellitus tipo Il las células B generalmente se encuentran en menor numero que las
células o y la secrecion de insulina es usualmente suficiente para oponerse a la formacion de
cuerpos cetonicos, pero no para prevenir la hiperglucemia. Este grupo de pacientes se divide

en dos subgrupos basados en la presencia o la ausencia de obesidad.

a.- Pacientes no obesos.- En estos pacientes generalmente no hay liberacién de insulina en
respuesta a la glucosa, sin embargo facilmente responden a la estimulacion de otros agentes
insulinogénicos, tales como las sulfonilureas. La hiperglucemia en este subgrupo de pacientes
es disminuida por agentes hipoglucemiantes orales o por dieta. Ocasionalmente se emplea la
insulina para tener un control adecuado de la glucemia. El tratamiento recomendado es una

dieta adecuada (31, 32) y sulfonilureas (33).

b.- Pacientes obesos.- Estos pacientes se caracterizan por presentar una diabetes suave. La
mayoria de los pacientes que sufren de esta enfermedad son adultos pero ocasionalmente
pueden ser nifios (34). La hiperplasia en las células  del pancreas se encuentra presente y
probablemente ésta sea la causa de la exagerada respuesta de la insulina a la glucosa (35-37).
En este tipo de diabetes la obesidad es muy comin y es resultado de una excesiva ingestion de
alimentos con un alto contenido en calorias. En algunas ocasiones se presenta hipoglucemia

después de un exceso de liberacion de insulina. El tratamiento recomendado para este tipo de
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pacientes es: dieta especial, ejercicio. pérdida de peso, hipoglucemiantes orales y en raras

ocasiones debe de administrarse insulina (38).

Actualmente el desarrollo de la civilizacidon ha conducido a que la dieta sea alta en
grasas y baja en carbohidratos complejos como la fibra, asi como una disminucion en la
actividad fisica, lo que ha ocasionado un incremento en el niimero de personas obesas. Esto ha
contribuido considerablemente a elevar la incidencia de la diabetes mellitus (39). Anteriormente
la dieta administrada a los pacientes diabéticos era alta en grasas y baja en carbohidratos
reduciendo con ello el riesgo de problemas en las arterias coronarias, sin embargo
recientemente la Asociaciéon Americana de Diabetes recomendd que no se siga aplicando este
concepto y que el porcentaje de calorias aportadas por los carbohidratos debe de variar de

forma individual con cada paciente dependiendo de la actividad fisica que se desarrolle (40).

En diversas investigaciones ( 41-43) se demostré que la dieta alta en carbohidratos tiene
diferente efecto en el control de la glucemia en pacientes DMNID que presentan diferentes
grados de intolerancia a la glucosa. En aquellos pacientes que no tienen intolerancia a la
glucosa severa, la ingestion alta de carbohidratos produce un incremento compensatorio en la
secrecion de insulina (44) y pueden ser tratados unicamente con dieta. En contraste con
aquellos pacientes que presentan una intolerancia a la glucosa més severa, los cuales requieren
del uso de fairmacos hipoglucemiantes, el incremento compensatorio en la respuesta de insulina

a las dietas altas en carbohidratos no ocurre (45).

La insulina actGa uniéndose a los receptores de proteinas tetraméricas de las membranas
celulares las cuales consisten en dos sub-unidades extracelulares o y dos trasmembranas 8. La
unién de la insulina a las sub-unidades o causa una autofosforilacion de los residuos de
tirosina de la sub-unidad B intracelular. El receptor activado por la insulina se encuentra
acoplado a un substrato receptor el cual puede afectar la hormona pleiotrépica responsable del

metabolismo y crecimiento de la célula. Las proteinas que se encuentran involucradas con la
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insulina aun no son conocidas. pero cada una de ellas puede jugar un papel importante en la

resistencia a la insulina (46).

La falta de insulina disminuye la utilizacion de glucosa en los tejidos, especialmente el
muscular y el adiposo, lo que contribuye a la hiperglucemia; otros dos factores que aportan
méas glucosa a la sangre son la glucogendlisis hepatica y muscular y la gluconeogénesis en el
higado (47). Cuando la hiperglucemia sobrepasa el umbral renal aparece la glucosuria y se
establece una diuresis osmoética, lo que explica la poliuria tan comin de la diabetes. Si esta
poliuria es intensa y se acompafia por una baja ingestion de agua, se produce deshidratacion y
hemoconcentraciéon. Cuando la hipovolemia es grave puede causar insuficiencia circulatoria
periférica o choque (48).L.a hipotensién que acompaiia a la hipovolemia disminuye la perfusion
renal sanguinea, que en caso de mantenerse durante cierto tiempo causa necrosis tubular
aguda, oliguria o anuria y finalmente produce la muerte. Ademds, las condiciones de
anaerobiosis generalizada producen un aumento en la concentracion sanguinea de acido lactico,

que unido a la insuficiencia renal da origen a acidosis (49).

El metabolismo intermedio de las grasas se encuentra muy afectado en pacientes con
diabetes ya que la grasa de los depdsitos se moviliza y los &cidos grasos libres pasan a la
circulacion sanguinea en forma de lipoproteinas de baja densidad. El higado se llena de grasa
que solamente puede oxidar hasta el nivel de acetil CoA; los fragmentos de dos carbonos se
agregan formando los &cidos diacético y P-hidroxibutirico y de esta forma pasan a la

circulacién sanguinea por las venas hepéticas (50).

Cuando la concentracion sanguinea de los cuerpos cetdnicos sobrepasa el umbral renal
de eliminacion estos aparecen en la orina, donde pueden identificarse facilmente. Sin embargo,
" al eliminarse por el rifion acarrean bases fijas con ellos, lo que contribuye todavia mas a la
pérdida de agua y de electrélitos agravando la hipovolemia (51). La incapacidad de utilizacién

de la glucosa debido a la falta de insulina afecta considerablemente la biosintesis de las
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proteinas, con el consecuente predominio del catabolismo, especialmente en aquellos tejidos
sensibles a la accién de la insulina, como son los musculos. Los productos de la protedlisis
muscular pasan a la sangre llegando asi al higado, donde son desaminados oxidativamente y los
residuos de carbono contribuyen a la gluconeogénesis o también a la formacion de cuerpos
cetonicos; el grupo amino de las aminas es eliminado por la orina en forma de urea junto con
otros iones intracelulares como el potasio (52). La deficiencia de accioén de la insulina en los
diabéticos puede deberse a varias causas, tales como una reduccién de la cantidad de tejido de
los islotes de Langerhans, una biosintesis defectuosa de proinsulina; una defectuosa conversion
de proinsulina; una liberacion deficiente de insulina en sangre como respuesta a un incremento
de glucosa sanguinea; produccion de una insulina genéticamente defectuosa o un elevado ritmo
anormal de destruccién insulinica (53). En pacientes con diabetes juvenil la cantidad de
insulina que se ha encontrado en el pancreas es inferior al 5% de la cantidad normal, si se
aumenta la glucosa sanguinea no se induce liberacion de insulina significativamente por parte
del pancreas (54). Sin embargo en la DMNID, la cantidad total de insulina presente en el
pancreas puede ser totalmente normal aunque su liberacion a la sangre puede estar retrasada
como respuesta a una glucemia elevada. Existen miltiples caminos por los cuales la insulina

activa en sangre responde a las elevaciones de la concentracion de glucosa sanguinea (11).

En el proceso diabético hay una afectaciéon generalizada en todos los 6rganos de la
economia y se encuentra caracterizada por trastornos microvasculares con engrosamiento de la
membrana basal de los capilares, patologia macrovascular con arterioesclerosis acelerada,
neuropatia, que afecta tanto el sistema nervioso somdtico como el auténomo, disfuncion
neuromuscular, embriopatia y disminucién de la resistencia a las infecciones (55-57). En
algunas ocasiones la hiperglucemia puede no detectarse hasta que se desarrollan las
complicaciones cronicas de la diabetes mellitus, como la nefropatia, la retinopatia, el infarto al

miocardio o la gangrena de las extremidades inferiores (58-62).

Todas estas disfunciones metabdlicas pueden invertirse por la administracién de

insulina, la cual hace aumentar la velocidad de eliminacion de la glucosa sanguinea hasta
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concentraciones normales, incrementa la cantidad de glucocinasa, fostofructocinasa y
piruvatocinasa en el higado, también inhibe la biosintesis de las enzimas especificamente
requeridas para la gluconeogénesis, disminuyendo asi la formacion de glucosa a expensas de
los aminoacidos, restaura la velocidad de conversion de la glucosa en acidos grasos € inhibe la
degradacion oxidativa de los acidos grasos (63). Como resultado de esto, el nivel de azicar
sanguineo vuelve a ser normal, desaparece la glucosuria y los cuerpos cet6nicos retroceden a
sus niveles normales.La administracion de grandes cantidades de insulina provoca la caida de
azicar sanguineo a niveles inferiores a los 80 mg/100 ml y pueden provocar choques
insulinicos, convulsiones y coma, lo que sucede cuando el azicar en la sangre desciende por
debajo de los 20 mg/100 ml, esto se contrarresta con la administracion intravenosa de glucosa

(21).

Otra alteracion del metabolismo de la glucosa durante la diabetes es la aceleracion de
la gluconeogénesis a partir de aminodcidos y la inhibicion de la sintesis de acidos grasos a
partir de glucosa, indicando que el metabolismo del organismo diabético estd encauzado a
mantener la mayor concentracion posible de glucosa en la sangre, a pesar de que su nivel

sanguineo exceda en mucho el umbral renal para la glucosa (7).

( Por que razon los diabéticos no sélo presentan un defecto en la utilizacién de la
glucosa por los tejidos, sino que estin metabdlicamente organizados para producir las
cantidades méximas de glucosa a expensas de los lipidos y aminodcidos y evitar que la glucosa
se convierta en grasa 7 La respuesta a esto es que una exacerbada gluconeogénesis y una
sintesis baja de grasa que constituyen compensaciones bioldgicas a la falta de insulina; segiin
este punto de vista la concentracion de glucosa en sangre se incrementa para que la deficiencia

de su transporte puede ser superada, permitiendo asi la utilizacion de la glucosa por parte de los

tejidos periféricos en ausencia de insulina (5).
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TRATAMIENTO DE LA DIABETES

La terapia moderna de la diabetes comenzd con el descubrimiento de la participacion del
pancreas en la diabetes por Von Mering and Minkowski en 1889, y la demostracion hecha por
Banting y Best en 1921 de que un extracto de péancreas de res podia bajar los niveles de

glucosa sanguinea en perros pancreatectomizados.

La terapia médica para el control de la diabetes estd enfocada principalmente a combatir
la incapacidad de utilizacién normal de los carbohidratos y la prevencion de la hiperglucemia y
glucosuria. En pacientes con DMID la terapia estd basada en la administracién de insulina
parenteral para suplir la carencia de insulina (15). Esta puede ser administrada en forma
cristalina, la cual tiene un efecto répido pero es de corta duracién, también se pueden

administrar fairmacos como: protamina Zinc-insulina (PZI), insulina globina e isofano insulina

produciendo que la hormona activa pueda ser liberada de manera gradual. La combinacién de

insulina soluble de accién rdpida y preparados de accion prolongada también son usados (64).

Con la aplicacion de estos tipos de insulina pueden surgir efectos secundarios
indeseables tales como: anomalias de refraccion transitoria, alergia frente a la molécula de
insulina o sustancias de retardo, alteraciones cutineas locales, fuerte resistencia insulinica e

hipoglucemia (48- 67).

La terapéutica con insulina puede producir por lo menos cinco clases moleculares de
anticuerpos anti-insulina durante el curso del tratamiento: IgA, IgD, IgG, IgM y IgE. Todos
los enfermos tratados con insulina desarrollan una alta concentracién de anticuerpos IgG anti-
insulina que neutraliza lentamente la accién de la hormona pancréatica, esto hace que se

requieran concentraciones altas de insulina a menudo mas de 200 UI al dia. (38,48).
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Aunque la administracion de insulina disminuye los sintomas de la diabetes lo cual hace que el
paciente retorne a una vida casi normal, desafortunadamente no controla los detectos
metabélicos presentes en los diabéticos y no previene la complicaciones futuras. Se cree que
este problema se debe a las fluctuaciones de niveles de glucosa sanguinea causados por la
inyeccién de insulina o a los diferentes métodos desarrollados recientemente para mantener un
estado de normoglucemia constante (bombas portdtiles de insulina, monitores de glucosa

sanguinea ) (68).

Los medicamentos antidiabéticos suministran insulina exdgena o estimulan la
produccién de insulina end6gena en pacientes con diabetes. La insulina tiene la desventaja de
que solamente se puede administrar por via parenteral, en comparacion con los agentes

hipoglucemiantes que se administran por via oral. De ahi el éxito terapéutico de éstos (20).

En 1940 se observé que ciertas sulfonamidas usadas para el tratamiento de fiebre
tifoidea y neumonia provocaban hipoglucemia conduciendo asi al desarrollo de las sulfonilureas
como agentes hipoglucemiantes. La tolbutamida fue el primero en ser aprobado en los Estados
Unidos en 1957. El mecanismo de accién de estos firmacos es estimular la secrecion de
insulina a través de los receptores sulfonilureas de las células B produciendo disminucién de
iones K" en los canales de ATP y posiblemente a través de un efecto directo en el transporte

de calcio intracelular y también producen una reduccion en la produccién de glucosa hepatica
(69).

En pacientes con DMNID, se recomienda el uso de hipoglucemiantes orales tales como:
Tolbutamida, Tolazamida, Acetohexamida, Cloropropamida, Glibenclamida y Glipicida,
empleados en forma simple o en combinaciones. Estos hipoglucemiantes orales son efectivos
para controlar los niveles elevados de glucosa sanguinea y glucosuria pero no para prevenir

todas las complicaciones de la diabetes (70).
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Con la aplicacion de las sulfonilureas pueden surgir efectos secundarios indeseables
tales como: hiponatremia, reacciones dermatoldgicas, hepatitis y efectos hematoldgicos
Desafortunadamente ninguna de las sulfonilureas conocidas normaliza la secrecion de insulina

(71).

Otra clase de farmacos son las biguanidas, el primero de ellos fue el Fenformin
aprobado en 1959 pero debido a que produce acidosis lictica se retird del mercado
norteamericano. Posteriormente, desde 1977 el Metformin se ha usado en la terapia d¢ DMNID
debido a que incrementa la sensibilidad a la insulina en el tejido a través de un sistema

transportador-enlace (72).

En afios recientes se ha encontrado que en los pacientes que han utilizado diferentes
antidiabeticos orales por un largo periodo, se han incrementado considerablemente los
trastornos cardiovasculares, por lo que actualmente se recomienda que aquellos pacientes que
no los requieran deban de ser tratados inicialmente con dieta especial. Las combinaciones de

insulina y farmacos antidiabéticos rara vez se usan (73).

Los requerimientos dietéticos de las personas diabéticas difieren considerablemente de
un paciente a otro, dependiendo de la severidad de la enfermedad. El contenido en calorias de
la dieta del paciente diabético depende del peso comparado con el peso deseable. El paciente
diabético obeso requiere de una reduccién gradual de peso seguida por una dieta que lo
mantenga en el peso ideal, el cual sera alrededor del 10% mads bajo del peso deseable para cada
individuo (74). La razén principal por la cual un paciente diabético debe de estar en un peso
ideal es que la respuesta de la insulina a las células de grasa depende del nimero de células de
grasa en el cuerpo. En personas obesas existe la necesidad de almacenar una cantidad anormal
“de grasas y las células adiposas presentan poca respuesta a la insulina ya que requieren de
una gran cantidad de ésta para mantener la tolerancia y el metabolismo de los carbohidratos en

forma normal. La pérdida de peso y la reduccién del tamafio de las células adiposas pueden
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producir que en este tipo de paciente regrese la sensibilidad de la insulina y se reduzca la
necesidad de ésta, permitiendo que el metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas se

acerque mas a lo normal (75-77).

Contrariamente a lo que se creia en los afios 50 que los carbohidratos debian de ser
restringidos en la dieta de la mayoria de los pacientes diabéticos, se ha visto que el incremento
en el contenido de carbohidratos en la dieta de los pacientes insulino-dependientes, sin
aumentar el contenido caldrico total no incrementa el requerimiento de insulina. Actualmente,
el 45% de las calorias en las dietas para diabéticos proceden de los carbohidratos, por lo que
la flexibilidad en el mend incrementa considerablemente la aceptacién de las dietas por los

pacientes (20).

El ejercicio produce efectos benéficos en los pacientes no-insuiino-dependientes ya que
este incrementa la sensibilidad a la insulina provocarido con ello cambios en los niveles
plasmaticos de insulina, glucagén y catecolaminas (78-81). El ejercicio también ayuda a la
reduccién de peso en los pacientes diabéticos obesos insulino-resistentes ya que el glucogeno

muscular es utilizado durante el ejercicio (82).

Otras opciones en el tratamiento de la diabetes es el uso de agentes
antihiperglucemiantes tales como inhibidores de la at-glucosidasa, tiazolidinedionas, cloroquina,

hidroxicloroquina, derivados del 4cido fibrico como el clofibrato (83).

La terapia de la diabetes requiere de la aplicabién de los conocimientos sobre la
naturaleza de la enfermedad y del mecanismo de accion, seguridad y eficacia del tratamiento
empleado. En estudios recientes se ha determinado que el control de la hiperglucemia en
pacientes diabéticos puede ser segura y efectiva hasta por 7 o 10 afios ya que después de este
tiempo generalmente se presentan las complicaciones cardiovasculares caracteristicas de la DM

(84-88). Los métodos empleados en el tratamiento para los diferentes tipos de diabetes se
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encuentran muy lejos de la idealidad para mantener un estado de normoglucemia y prevenir las
complicaciones en los diabéticos. En paises en desarrollo existen otros problemas relacionados
con la terapia convencional como son: la inyeccién de insulina, su almacenaje, control de la
dieta, complicaciones por desnutricion, carencia de educacién de los pacientes y carencia de
cuidados de la salud (89). En tales situaciones la mortalidad relacionada con la diabetes es mas
grande sobre todo en las 4reas rurales. Esto produce una gran necesidad de alternar estrategias

en la terapia de la diabetes.

Actualmente la diabetes mellitus se encuentra dentro de las primeras 10 causas de
muerte en los paises en vias de desarrollo y en los paises desarrollados ocupa el 3° lugar
después de las enfermedades cardiovasculares y oncoldgicas. Con base en datos estadisticos se
ha encontrado que la DM y sus complicaciones es la causa principal de ceguera irreversible y

se ha calculado que el 6% de la poblacién mundial padece de diabetes(90).

Durante 1975 la DM ocupaba en México el décimo lugar como enfermedad causante de
muerte, constituyendo el 2.4 % de las defunciones totales de ese afio. En los dltimos afios la
incidencia de diabetes ha aumentado considerablemente en el pais (91). En 1985 murieron a
causa de esta enfermedad 16,626 personas ocupando el séptimo lugar como causa de
defunciones (92). En 1995 la diabetes como causa de muerte ocupd el cuarto lugar, después de

las enfermedades cardiovasculares, oncoldgicas y muertes violentas (93).

En Estados Unidos de América, actualmente existen 14 millones de personas que
padecen diabetes. Alrededor del 90% de estos pacientes presentan el tipo II y cerca del 10% el
tipo I . El tratamiento de esta enfermedad representa un costo de 9.6 mil millones de délares
por ano a este pais (94). En 1987 se calculé que 5.7 millones de dias en diversos hospitales
se usaron para el tratamiento de complicaciones de la diabetes, con 2 millones de dias
laborables perdidos, con una mortalidad de 80,000 calculandose un costo de 10.6 mil millones

de ddlares (95). La diabetes se ha incrementado considerablemente en los Gltimos afios en
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4reas rurales de naciones en desarrollo (96). Alrededor del 90% de la poblacion rural utiliza la
medicina tradicional para el cuidado de la salud e investigaciones realizadas sobre medicina
tradicional condujeron al descubrimiento de los ultimos 88 férmacos' de uso mundial (97), por
lo que un programa de investigacion interdisciplinario sobre plantas medicinales podria

conducir a alternativas eficientes para el control de esta enfermedad.

Segin datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), mas del 70% de la
poblacién mundial tiene que recurrir a la medicina tradicional como dnica alternativa a su
alcance, para resolver sus principales problemas de salud (98). Esto ha promovido Ia
realizacion de estudios experimentales y clinicos encaminados a la validacion cientifica de las

propiedades medicinales, que la poblacion atribuye, a una serie de plantas.

LLAS PLANTAS EN EL TRATAMIENTO DE LA DIABETES

Desde tiempos antiguos se ha reportado el uso de plantas en el tratamiento de la
diabetes. En el Papiro Ebers en 1550 a.C. se recomienda una dieta alta en fibra y la planta
Momordica charantia (1). En 1981 Pushpa (99) aislé un polipéptido p-insulina de las frutas y
semillas de la M. charantia el cual tiene un peso molecular de 11, 000. Posteriormente la
actividad antidiabética de este compuesto fue determinada en animales de experimentacion
(100). Antiguamente la glucosuria se conocia como el sintoma principal de la diabetes
reportada en textos médicos, como el Sushruta Sambita y Charaka Sambita (101) y se
recomendaban frutas y granos para el tratamiento de la diabetes los cuales tienen gran cantidad

de carbohidratos complejos, fibras solubles e insolubles.
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Una gran cantidad de plantas se han descrito para el tratamiento de la diabetes en todo
el mundo y debido al gran namero de estudios etnobotanicos existentes, resulta dificil precisar
la cantidad de especies medicinales usadas empiricamente, en el control de la DM. Sin
embargo, debido al creciente interés mostrado por los cientificos en la medicina tradicional y
folklérica han sido reportadas mas de 800 plantas usadas en el tratamiento de la diabetes
mellitus. Estas plantas se han usado empiricamente para el tratamiento de los sintomas de la
diabetes; esto representa mas de 725 géneros en 183 familias, extendiéndose filogéneticamente

desde las algas marinas y hongos hasta las plantas superiores.

Las familias de plantas més citadas por su actividad hipoglucémica son: (102)

Familia Especie citada Especies totales
Fabaceae 127 18,000
Asteraceae 98 21,300
Lamiaceae 36 3,500
Liliaceae 35 6,460
Poaceae 30 | 10,000
Euphorbiaceae ‘ 30 7,000

La distancia filogenética entre cada una de las familias es una fuerte indicacién de la
gran variedad de constituyentes activos. Los estudios quimiotaxondémicos son frecuentemente
utilizados para el descubrimiento de plantas con nuevos constituyentes activos, por lo que es
necesario aprender mas sobre los hipoglucemiantes de origen natural y sus mecanismos de
accion para que el descubrimiento de nuevas substancias pueda ser llevado a cabo de manera
sistematica. La mitad de las especies reportadas en la literatura han sido usadas en la medicina
tradicional para el tratamiento de la diabetes pero solamente una pequefia parte de ellas han
recibido evaluacion experimental y clinica para determinar su eficacia (103). Con base en los
datos reportados en los estudios sobre los remedios de la medicina tradicional para el control de
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la diabetes mellitus existe un gran potencial para la obtencion de nuevos compuestos

antidiabéticos.

Se les han aislado e identificado la substancia .causante de la actividad antidiabética
aproximadamente a 100 plantas. La mayorfa de los compuestos aislados con actividad
hipoglucemiante son glicanos y proteinas, seguidos de mucilagos. También se han identificado
otros compuestos con actividad hipoglucemiante tales como: flavonoides, esteroides,

triterpenos y alcaloides (104).

La actividad hipoglucemiante de 20 plantas pertenecientes a las familias de las
Lileaceas, Amarillidaceas, Dioscoreaceas, Malvaceas y Plantaginaceas fueron estudiadas por
Tomoda (105), aislando de ellas diversos mucilagos con una considerable actividad .
hipoglucemiante. También observd que los mucilagos aislados de las plantas pertenecientes a
la familia.de las Malvaceas, presentaron efecto antidiabético, estos compuestos contienen una
estructura repetida de (1—4)-[O-B-(D-glucopiranosil 4cido urdnico)]-(1-3)-O-a-(D-
galactopirano acido silorénico)- (1—2)-O-o-L-ramnopiranosa. Los glicanos aislados de las
plantas Anemarrena asphodeloides (106), Aloe arborescens Mill (107), Atractylodes japonica
(108), Coix lachryma-jobiy (109), Dioscorea japonica (110), Eleutheroccus senticosus (111),
Ephedra distachya (112), Oryza sativa (113), Ganoderma lucidum (114) malva verticcillata
(115) Lithospermum erythorhizon (116) Trichosanthes kirilowii (117) y Saccarum officinarum
(118), se probaron en ratones normoglucémicos e hiperglucémicos produciendo una

significativa disminucién en los niveles de glucosa sanguinea.

En las altimas décadas también se han aislado péptidos y glicoproteinas con actividad
hipoglucemiante de las plantas: Morus alba (118), Centaurea aspera (119), Coccima medica
" (120), Musa sapientum (121), Panax ginseng (122), Cystoseria barbata (123), Acacia
milanoxylon (124), Pantax quinquefolium (125).
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Las semillas de numerosas plantas pertenecientes a la familia de las Fabaceas son
utilizadas tradicionalmente para el tratamiento de la diabetes. Ademds de los efectos directos de
los constituyentes antidiabéticos que contienen, también presentan efectos sobre la dieta ya que
estas semillas tienen un alto contenido en carbohidratos complejos los cuales se digieren mas
lentamente que cualquier otro tipo de almiddn. Estudios clinicos sobre dietas altas en legumbres
mostraron un importante control en los niveles de glucosa sanguinea, en dietas con fibras no-
celuldsicas, tales como gomas y galactomanansas, la absorcion de la glucosa en el intestino es
lenta (126). La modificacion de las caracteristicas fisicas y quimicas del contenido intestinal
provocado por las gomas contenidas en las leguminosas puede también modificar la liberacion
de hormonas gastrointestinales y con ello influir en la secreciéon de insulina y la motilidad
gastrointestinal (127). La actividad hipoglucemiante de un gran namero de gomas fue
atribuido a la inhibicién de la gluconeogénesis y a la estimulacion de la utilizaciéon de la

glucosa periférica y no a la interferencia con la absorcion de la glucosa en el intestino (128).

La actividad hipoglucemiante de los mucilagos ha sido ampliamente estudiada (129). La
fermentacion bacteriana intestinal de oligosacaridos y fibras produce acidos grasos de cadenas
cortas los cuales al ser absorbidos afectan el proceso metabdlico relacionado con la

gluconeogénesis hepatica (130).

Numerosos investigadores han aislado una gran variedad de glicanos, peptidoglicanos y
heteroglicanos a partir de plantas usadas en la medicina tradicional oriental. Estos carbohidratos
complejos tienen pesos moleculares de 1000 a 10,000 y presentan actividad hipoglucemiante
cuando se administran por via i.p. en animales normales e hiperglucémicos. El mecanismo de
accion de estos compuestos es diferente, por ejemplo el Aconitan A aislado de Aconitum
carmichaeli potencia la actividad fosfofructocinasa hepatica (131). El glicano Ganoderan B
aislado de Ganoderma lucidum incrementa el nivel de insulina plasmatica, incrementa la
actividad de la fosfofructocinasa hepética y glucosa-6-fosfato dehidrogenasa y reduce el
contenido de glucégeno hepatico (132). Los glicanos panaxans A y E de la Ganoderma lucidum

ginseng presentan diferentes mecanismos de accion aunque presentan estructuras parecidas.
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Panaxans A y B estimulan la utilizacion de la glucosa hepatica incrementando la actividad de la

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa y la fosforilasa A (133).

Los flavonoides son pigmentos que se encuentran en la mayoria de las plantas y
algunos de ellos presentan actividad antidiabética tales como: La (-)- epicatequina aislada de la
Pterocarpus mersupium (134), El camferol-3-O-ramnosido y la quercetina-3-O-ramnosido
aislados de Zyzyphus rugosa (135), el quercetina aislada de Baukina purpurae (136), la
colaflavonona obtenida de la planta Garcina kola (137), la bellidifolina aislada de Swertia
Jjaponica (138).La (-)- epicatequina y miricetina aislada de la Pterocarpus mersupium causan un
incremento en la secrecién de insulina en los islotes del pancreas (139). Estos compuestos son

conocidos como potentes inhibidores de la proteina cinasa tirosina (140)

Enire los esteroides y triterpenos aislados de diversas plantas que presentan actividad
hipoglucemiante podemos mencionar los siguientes: El fagastero [Phyllanthus emblica, (141)],
el acido gimnemico [Gymnema sylvestre, (142)], sitosterol [ Coffea arabica L., (143)], acetato
de lupeol [/ Phoenix dactylifera, (144)], sapogenol [Bumelia sartorum, (145)], acido torméntico
[Poterium ancistroides Desf), (146) ], acido olednico [Momordica cochinchinensis, (147)],

triterpenoides polihidroxilados {Eriobotrya japonica, (148)], sacarol [Stevia rebaudiana,

(149) ], ginsenosido Rg, [Panax ginseng), (150) ], acido ursélico [Cornus officinalis, (151)).

Las semillas de las Leguminosas Trigonella foenum y Lupinus termis usadas en la
medicina tradicional y folklérica, presentaron actividad hipoglucemiante cuando se
administraron oralmente. Los efectos antidiabéticos de los alcaloides catarantina, lupidina,
osparteina, lupanina, escopoleiina, cumarina y trigonelina aislados de estas plantas presentaron
una actividad hipoglucemiante de corta duracién, a diferencia de la cumarina que presentd
una accion prolongada (152) . Los alcaloides: tecomina [Tecoma stans, (153)], dioscoretina
[Dioscorea dumetorum, (154)], criogenina [Decdon verticillatus, (155)], galegenina [Galega

officinalis , (156)}, lepidina [Lepidus ruderale, (157)], latirina [Lathyrus japonica (158)],
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capsaicina [Capsaicum anuum (159)] y berberina [Coptis chinensis, (160)], presentaron
actividad antidiabética en animales normoglucémicos y diabéticos. La Catharanthus roseus es
una planta silvestre usada como remedio tradicional para la diabetes, en Inglaterra en 1920 se
fabric6 una preparacion con el nombre de Vinculin con base en los estudios farmacoldgicos
realizados en conejos con el extracto acuoso de esta planta. Posteriormente Svoboda en 1964
(161) probo la actividad hipoglucemiante de los alcaloides aislados de la C. roseus durante una
investigacion de nuevas substancias con actividad oncolitica. Se observé actividad
hipoglucemiante con catarantina, leurosine, locnerina, tetrahidroalstonina, vindolina vy
vindolinina. (162). Los alcaloides de la C. roseus podrian servir como modelo para el
desarrollo de nuevos fadrmacos antidiabéticos y se sintetizaron 11 alcaloides derivados de la
indolizina como andlogos de vincamina, vindolina y vindolinina y se probd su actividad
hipoglucemiante por via oral en ratas, pero el mejor de ellos mostré solo la tercera parte de la

actividad de la tolbutamida (163).

Los compuestos que contienen nitrogeno tales como: quinolina-2-metanol [Kitasatoa
griseophaens, (164)], difenilamina [Allium cepa  (165)], 1,2 pirrolidinas substituidas
{Tinospora cordifolia, (166)], emiricedina [Emiricella quadrilineata, (167)], derivados de la
guanidina [Ganoderma lucidum, (168)], metilen ciclopropil glicina [Litchi smensis, (169)],
presentaron actividad hipoglucemiante en animales normoglucémicos y diabéticos.Estudios in
vitro de los mecanismos de accion de los derivados de la quinolina, quinolinato y 3-
mercaptopicolinato (170) demostraron que la liberacion de alanina en el misculo es inhibida

por fosfoenolpiruvato carboxiquinasa citosolico y mitocondrial.

Los principios hipoglucemiantes de la cebolla (Allium cepa ) son compuestos que
contienen sulfuros tales como: alil propil disulfuro y el alicin, presentan actividad

hipoglucemiante en animales normales y con diabetes inducida con aloxana pero no en animales

pancreatectomizados. (171).
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La ingestion de la fruta de Blighia sapida causa vomito, los constituyentes emeticos son:
amino acido ciclopropanoide, hipoglicina A, y-L-glutamil dipeptido e hipoglicina B los cuales
son también potentes hipoglucémicos, estos compuestos actian inhibiendo las enzimas {-

oxidasas bloqueando la oxidacion de las cadenas largas de los dcidos grasos (172).

Las semillas de la planta Galega officinalis L. contiene gelagenina que es un derivado
de la guanidina. Este compuesto bloquea la deshidrogenasa succinica y citocromo oxidasa, las
biguanidas también se conocen como inhibidores de la absorcion de glucosa en el intestino

(173).

Entre las plantas cuyo efecto hipoglucémico ha sido demostrado en diferentes modelos
de animales, pero cuyos principios activos no han sido aislados y caracterizados se encuentran
las siguientes plantas: Euphorbia prostata y Fumaria parviflora (174), Cuminum nigrum (175),
Lythrum salicaria (176), Centaurea corcubionensis (177), Gymnema sylvestre (178), Myrtus
communis (179), Bumelia sartorum (180), Verbesina persicifolia, Valeriana edulis, Loeselia
mexicana, Cecropia obtusifolia, Bidens pilosa, Cacalia decomposita, Coutarea latiflora,
Eysenhardtia polystacha, Psittacanthus calyculatus, Turnera diffusa (181) y Agrimonia

eupatoria (182).

A nivel celular y molecular las plantas y los animales no son muy diferentes en sus
procesos metabdlicos. La glucosa es el precursor de energia mas importante en la biosintesis
de las plantas y ésta es almacenada y también se moviliza mediante la accion de diversas
hormonas al igual que en los animales. Los reguladores del crecimiento de las plantas como el
acido indol-3- acético y sus andlogos sintéticos acido indol-3-butirico, 4cido indol-3-
propionico, L-triptofano y 4cido p-clorofenoxiacético inhiben la insulinasa in vitro y son
hipoglucemiantes in vivo en ratas normales (183). El alcaloide hipoglucemiante trigonelina
aislado de la Trigonella foenum-graecum es inhibidor del crecimiento. El 4cido salicilico es

inhibidor del crecimiento en las plantas y es un agente hipoglucemiante, estas substancias que
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regulan el metabolismo en las plantas pueden ser también reguladores del metabolismo en

animales (184).

Estudio de las plantas con actividad hipoglucemiante

Las técnicas usadas para el estudio de la actividad hipoglucemiante in vivo se basan en
el uso de animales (rata, raton y conejo) normoglucémicos e hiperglucémicos. El desarrollo de
diabetes mellitus en animales de experimentacion (insulino-dependientes) depende
principalmente de las celulas-T ya que se ha demostrado que éstas causan insulitis y
posteriormente la destruccion selectiva de las células B de los islotes de Langerhans (185).
Algunos compuestos usados para este fin son: aloxana, estreptozotocina, acido urico, écido
dehidroascorbico, algunas quinolonas, 2,4-dinitrofenol, diazoxida, algunas sales de magnesio y
hormonas tales como epinefrina, glucagén, corticotropina, somatotropina y extracto de la
pituitaria. También se utilizan animales hiperglucémicos genéticamente obesos tales como
ratas Zucker fa/fa (186), raton amarillo KK (138), diabetes espontdnea en ratébn de cepa
C57BL/Ksj-db/db (187).

Los modelos mas populares para inducir diabetes a los roedores es el tratamiento con
aloxana o estreptozotocina. El mecanismo de accidn la aloxana y derivados de la pirimidina fue
estudiado por Lenzen y Panten en 1988 (188). La aloxana es un compuesto que tiene
selectividad por las células B del pancreas a través de la inhibicion de la glucocinasa, esto hace
que sea un buen modelo para el estudio de la diabetes mellitus, aunque también presenta
algunos problemas como la imposibilidad en establecer la relacion entre la dosis de aloxana y
concentracion efectiva en el pancreas para desarrollar la diabetes; es dificil tener la

. concentracion adecuada de aloxana que inhiba a las células B sin producir necrosis (189).
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La estreptozotocina es también conocida como estreptozocina y es un compuesto de
origen natural aislado de Streptomyces Achromogenes, este compuesto causa degeneracion de
las células B pancreéticas. Esto puede ser debido a que la estreptozocina induce una alteracion
en la funcién mitocondrial del islote pancredtico (190). Este modelo de induccion de diabetes

por estreptozocina no representa la DMNID en humanos.

Numerosas técnicas in vitro han sido desarrolladas para determinar la variedad de
mecanismos de accién de los agentes hipoglucemiantes descubiertos por medio de ensayos in
vivo. Diferentes aspectos de la respuesta hipoglucémica son cominmente estudiados in vitro : la
liberacion de insulina desde los islotes pancredticos, la disponibilidad de insulina periférica, la
utilizacion de glucosa y el efecto sobre las enzimas hepaticas. Las técnicas mas utilizadas son
las de Ricordi et al (191) para aislar los islotes pancreédticos de cerdos y humanos. El
mecanismo de algunas sulfonilureas a nivel celular y subcelular se ha determinado empleando
cultivo de células $ (192). También el papel del higado en la diabetes se ha estudiado en
cultivos de hepatocitos de rata (193). Recientemente se han usado hepatomas humanos para
estudiar los receptores de insulina (194). Hikino y colaboradores han determinado un gran
nimero de mecanismos de agentes hipoglucemiantes aislados de plantas con una preparacion de
diferentes enzimas hepaticas (195). Finalmente los niveles de insulina se han determinado por
la técnica de inmunoensayo (196) la cual fue remplazada por radioinmunoensayo que condujo

al premio novel para su descubridor (197).

A los datos obtenidos en el estudio de las plantas que presentan alguna actividad
biologica se les debe de realizar un andlisis bioestadistico. Al calcular la variancia y la
desviacion estdndar a partir de datos agrupados, se supone que todos los valores que caen
dentro de un determinado intervalo de clase se localizan en el punto medio del intervalo (198).
El uso generalizado de las computadoras ha tenido un tremendo impacto sobre la investigacion
de las ciencias de la salud en general y en el andlisis bioestadistico en particular (199). La
necesidad de llevar a cabo largos y tediosos calculos aritméticos como parte del anélisis

estadistico de datos actualmente ha sido substituida por el uso de las computadoras ya que estas
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pueden llevar a cabo rapidamente un gran nimero de calculos mas precisos que los que puedan
efectuar los especialistas humanos. Las computadoras han permitido que los investigadores
dediquen mads tiempo al mejoramiento de la calidad de los datos y a la interpretacion de los

resultados, que el manejo y andlisis de los datos obtenidos (200).

Existen programas de computadora que se utilizan ampliamente y que permiten llevar a
cabo mdis procedimientos estadisticos descriptivos e inferenciales tales como: BMPD
Biomedical Computer Programs (201), SPSS Statistical Package for the Social Sciences (202),
the TMSL Library (203), Minitab (204) y el SAS (205). Dixon y Jennrich escribieron un
articulo (206) donde describen 38 paquetes de programas estadisticos distintos que pueden

analizar los datos obtenidos.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La diabetes mellitus es una enfermedad que representa un serio problema de salud
publica . La diabetes en 1995 como causa de muerte ocupd en México el cuarto lugar después
de las enfermedades vasculares, oncoldgicas y muertes violentas. El nimero de enfermos
diabéticos se encuentra entre el 3 y el 6% a nivel mundial (93). Desafortunadamente el indice
de mortalidad a causa de esta enfermedad sigue en aumento. El tratamiento (dieta, biguanidas,
sulfonilureas e insulina) no ha resultado completamente exitoso, por lo que actualmente existe

una fuerte necesidad de encontran nuevos medios que ayuden en forma satisfactoria al control

de esta enfermedad.
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OBJETIVO PRINCIPAL

Aislar compuestos con actividad hipoglucemiante de algunas plantas usadas en la

medicina tradicional para el tratamiento de la diabetes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Probar la actividad hipoglucemiante de las plantas Salpianthus arenarius, Verbecina

persicifolia, Agarista mexicana y Acrocomia mexicana en ratones normales y diabéticos

2.- Aislar y purificar los principios activos hipoglucemiantes presentes en minimo dos de las
siguientes plantas: Agarista mexicana, Salpianthus arenarius, Verbecina percisifolia y

Acrocomia mexicana.
3.- Determinar la estructura quimica de los compuestos aislados (minimo dos).

4.- Probar la actividad hipoglucemiante de los principios activos aislados en ratones normales,

en ratones y ratas con diabetes mellitus experimental.
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HIPOTESIS

Las plantas Agarista mexicana,, Salpianthus arenarius, Verbecina percisifolia y
Acrocomia mexicana utilizadas en la medicina tradicional y folkldrica en el tratamiento de la
diabetes, contienen cuando menos un principio activo hipoglucemiante, el cual puede ser
aislado por medio de técnicas de separacion y purificacion y puede ser identificado por medio

de métodos quimicos y espectroscopicos.
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MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Colecta de las plantas

La planta Verbesina persicifolia se colectd en los alrededores de Poza Rica, Ver.,
Salpianthus arenarius en la Huacana Estado de Michoacan. En la cercania de Taxco, Gro. se
colectd la Agarista mexicana. Estas plantas fueron identificadas por la Biol. Edith Lopez
Villafranco del departamento de botdnica de la ENEP-Iztacala UNAM. Un espécimen de cada
una de ellas se encuentra depositado en el herbario de esta institucion . (registro 4256, 2765 y
5231 respectivamente). En los alrededores de Tampico, Tamps. se colectd la Acrocomia
mexicana, y la Salpianthus arenarius en los alrededores de Zirandaro, Estado de Guerrero.
Ambas especies fueron identificadas por la M. en C. Aurora Chimal H. del departamento de
El Hombre y su ambiente de la UAM-Xochimilco; un ejemplar de cada una de estas plantas se
encuentra depositado en el herbario de esta institucion. (registro S.P.42, S.P. 250

respectivamente).
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DESCRIPCION BOTANICA

La descripcion botinica de las plantas estudiadas (Acrocomia mexicana, Salpianthus

arenarius, Verbesina percisifolia y Agarista mexicana ) es la siguiente:

Acrocomia mexicana: Familia Palmaceae, Nombre vulgar Coyol. La A. mexicana es una palma
de 10 a 20 metros de altura, con el tronco cubierto de espinas hacia la parte superior,
frecuentemente con hojas muertas colgantes. Sus hojas pinado-compuestas, bastante
recorvadas, con el peciolo y el raquis con espinas aplanadas, negras, hasta 11 cm de largo,
muy agudas, cubiertas de pelos ferriginosos en la base, hojas hasta de 3 metros de largo y 1.5
cm de ancho, con una nervadura central prominente; verde obscuro y opaco en el haz, verde
palido en el envés, peciolo y raquis concavos en la parte mas gruesa en el haz y cubiertos por
abundantes pelos de hasta 5 mm de largo, duros, erectos, agudos y ferruginosos. Sus frutos son

esféricos de unos 5.5 cm con un mesocarpio lefioso muy duro, con almendra oleaginosa (207),

( Figura ).

Forma parte de la vegetacion secundaria derivada de las selvas medianas perennifolias,
subperennifolias y subcaducifolias, ocasionalmente crece en el bosque caducifolio con suelos
derivados de materiales igneos o calizos; desde el nivel del mar hasta los 800 metros de altitud.
El coyol crece en la vertiente del golfo desde el sudeste de San Luis Potosi, el norte de Puebla
y Veracruz hasta el norte de Chiapas y Tabasco, en la vertiente del pacifico desde Sinaloa hasta
Chiapas (208).

Usos medicinales del coyol: Se ha reportado que la raiz del coyol se usa en la medicina
tradicional mexicana para controlar la diabetes (209). Estudios farmacoldgicos realizados por
Pérez y colaboradores (210) con anterioridad han demostrado que el extracto metandlico de la

raiz de esta palma disminuye los niveles de glucosa en sangre de ratones cepa CD-1 con

diabetes inducida con aloxana.
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Salpianthus arenarius H.B.K. G. Ortega:Familia Nyctaginaceae, de nombre omun”Catarinilla”
o “Catarinita”. Es una planta herbicea o subarbustiva de mas o menos 5 metros, finamente
vellosa, hojas alternadas, ovaladas con el apice casi obtuso, base atenuada, la lamina de unos 4
cm: inflorescencias vellosas, paniculadas; flores morado-rosadas, tubulosas con los estambres
salientes (211). La catarinilla crece en los estados de Guerrero, Chiapas y Michoacén (Figura

2).

Usos medicinales de la catarinilla : se usa en la medicina tradicional mexicana en el
tratamiento de problemas nerviosos. En el Estado de Michoacdn se emplean la hojas y la raiz
como remedio para las picaduras de alacridn, tratamiento de problemas nerviosos y para

controlar la diabetes (212).

Estudios realizados por Pérez y colaboradores (181,213) demostraron que el extracto
metandlico de la raiz de esta planta disminuye los niveles de glucosa en sangre de ratones cepa
CD-1 con diabetes y también a partir del extracto etandlico se aislo el compuesto 2-metoxi-5-

hidroximetil ciclopentano-1,3,4-triol con propiedades parasimpaticomimeticas (214).

Verbesina percisifolia D.C. : Familia Compuestas, de nombre comin: “Huichim.” Es una
planta que presenta cabezuelas heterégamas, con flores periféricas uniseriadas, liguladas de
color amarillo pequefas. Invllucro cortamente acompanado, de pocas series bractiles,
receptaculo convexo con pajitas que envuelven las flores. Vilano de dos cerdas persistentes
caedizas. Hierbas perennes o arbustos con la hojas opuestas o alternas frecuentemente lobuladas

(209). (Figura 3). El Huichim crece en los estados de Hidalgo, San Luis Potosi y Veracruz.

Usos medicinales: Se usan las hojas en el tratamiento de la diabetes en el Estado de Veracruz
(209).

Agarista mexicana : Género Agarista, Especie mexicana, Familia Ericacea, de nombre comin

“ Palo Santo”. Es un arbolillo de 1 a 2.5 m, hojas eliptico-oblongas de 2 a 4 cm acuminadas,
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serrulladas: flores rosadas colocadas en racimos: fruto en capsulita con el cdliz acrescente

(215). El palo santo crece en los estados de Guerrero y Michoacan.

Usos Medicinales: Las hojas se emplean en el tratamiento de la diabetes en el Estado de

Guerrero (215).
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Figura. 1.- Acrocomia mexicana
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Figura 2.- Salpianthus arenarius

42




Figura 3.- Verbesina percisifolia
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Figura 4.- Agarista mexicana
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Animales

Se utilizaron 800 ratones albinos (Mus musculus), cepa CD1, maduros sexualmente, de
doce semanas de edad, en condiciones gonadales normales de intercelo, de ambos sexos con un
peso promedio de 35.0 £ 5.0 gramos para los machos y de 30.0 £ 5.0 gramos para las
hembras. También se usaron 150 ratas Wistar macho de peso promedio de 155 * 5.0 gramos
maduros sexualmente, de diez semanas de edad, en condiciones gonadales normales de

intercelo. Los animales sanos fueron proporcionados por el bioterio de la UAM-Xochimilco.

Los animales se mantuvieron en un cuarto cerrado y aislado bajo condiciones
ambientales controladas de luz blanca por medio de cuatro lamparas de ne6n de 40 watts, de
1.20 metros cada una . Esta intensidad luminica correspondié6 a 38 candelas/pie’ la cual se
midié con un fotdmetro (marca Weston: Instruments mod: 756). Se mantuvieron ciclos de luz-
obcuridad de 12-12 horas respectivamente, de acuerdo a lo propuesto por Hafez (216) . El

encendido de la luz se produjo a las 7:00 A.M. y el apagado a las 19:00 P.M. (217).

La temperatura ambiental se controlé por medio del cierre o abertura del sistema de
aire acondicionado . Dicha temperatura fue de 23 + 1.0 °C y la humedad relativa fue de 45+
5.0 % la cual se midi6 con un barémetro marca Penn. Los ratones utilizados para esta
investigacion se dividieron en 52 lotes de 8 animales cada uno. Las ratas se dividieron en 13

lotes de 8 animales cada uno. Se les dio comida de 1a marca Purina y agua ad-libitum.
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Preparacion de los extractos

Antes de someter las plantas colectadas a la desecacion fue necesario separarles la raiz,
y las hojas en forma manual. Las hojas de Agarista mexicana, Verbecina percisifolia y las
raices de Acrocomia mexicana y Salpianthus arenarius se extendieron sobre las mesas del
laboratorio evitando todo lo posible la accion directa de los rayos solares. Una vez terminada la
desecacion al aire libre (218) las hojas se molieron en un molino de bolas y las raices se

cortaron en trozos pequenos.

250 g de las plantas Agarista mexicana y Verbecina percisifolia se trataron con hexano
a temperatura de reflujo durante 5 h con 1.5 litros. Los extractos de cloroformo y metanol se

prepararon por el mismo procedimiento.

100 g de la raiz de Acrocomia mexicana se calent6 a temperatura de reflujo con 300 ml
de agua durante 2 h. Los extractos de cloroformo, metanol y hexano de esta planta se

prepararon de manera similar al extracto acuoso.

En un matraz bal6n de 2 | se colocaron 200 g de la raiz seca de Salpianthus arenarius y
500 ml de disolvente (agua, metanol, cloroformo y hexano); la mezcla se calent6 a temperatura

de reflujo durante 4 h.

Después los extractos se filtraron y finalmente se evaporaron a sequedad en un
evaporador rotatorio a presion reducida obteniéndose en cada caso un residuo verde obscuro.
Se prepar6 a partir de cada uno de los extractos una suspension acuosa (200 mg/ml) los cuales

fueron utilizados para determinar la actividad antidiabética en los animales de experimentacion.
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Bioensayo para la actividad hipoglucemiante

El efecto hipoglucémico de los extractos obtenidos de las plantas: Agarista mexicana
(hoja), Verbecina persicifolia (hojas), Acrocomia mexicana (raiz) y Salpianthus arenarius
(raiz), se estudid en ratones cepa CD1 con diabetes. Los extractos que mostraron actividad
hipoglucémica se probaron en ratones normoglucémicos también los compuestos aislados con
actividad hipoglucemiante de las plantas: Agarista mexicana (hojas), Salpianthus arenarius
(raiz), 'y Acrocomia mexicana (raiz), también fueron probados en los mismos modelos

farmacoldgicos.

Estudios en ratones hiperglucémicos

Se utilizaron ratones macho cepa CD1, a los cuales se inyectd una vez cada tercer dia,
hasta completar tres administraciones, una solucién de aloxana (70 mg/kg de peso del
animal) y se les dejé descansar una semana (219) . Se determind el nivel de glucosa en
sangre empleando el micrométodo de o-toluidina (220). Los animales que presentaron
glucosa sanguinea superior a 150 mg/100 ml se incluyeron en el grupo de animales
diabéticos, en ratones normales en ayunas la concentracion de glucosa en la sangre es de
80-110 mg/100 ml. Se usaron lotes de 8 animales cada uno a los cuales se les retird el
alimento 24 h antes del experimento, y se les proporcioné agua ad-libitum. Los'suspensi()n
acuosa de los extractos y los compuestos obtenidos de las plantas en estudio se
administraron por via intraperitoneal a diferentes concentraciones. Al mismo tiempo, a los
lotes control se les administré solucién salina. E! porcentaje de variacién de glucemia se

calculd de acuerdo a la siguiente férmula:
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Gx-Go

% de la variacién de glucemia = --~-----=------ x 100

Go

G o = Nivel inicial de glucemia

G x = Niveles de glucemia a las: 1.5, 3, 4.5, y 24 hr después de la administracion

Estudios en ratones normoglucémicos

La evaluacion de la actividad hipoglucemiante también se llevé a cabo mediante la
determinacion de la variacion de los niveles de glucosa sanguinea en ratones normales después
de la administracién de los extractos y de los compuestos aislados de las plantas bajo estudio
por via intraperitoneal (i.p.). Los animales se dejaron sin alimento 24 h antes del experimento
con el agua ad-libitum. Muestras de sangre fueron extraidas de la vena caudal por medio de

un pequeilo corte a las 1.5, 3, 4.5 y 24 h después de la administracion (221).

Efecto sobre la tolerancia a la glucosa en ratas diabéticas

Se formaron 3 lotes de ratas Wistar diabéticas de 8 animales cada uno. Al grupo | se le
administré solucion salina (0.85%, 1 ml / 100 g ) y al grupo 2 se le dieron los extractos y los
compuestos obtenidos de las plantas en forma de suspensién acuosa por via oral y el

tercer
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grupo recibié tolbutamida. 30 minutos después de la administracion de las substancias citadas,
todos los grupos recibieron una dosis de glucosa (lg/ kg). Las muestras sanguineas
fueron obtenidas a 1.2 y 4 h y se determind el contenido de glucosa sanguinea en cada una de

ellas (222).

Estudios de dosis-respuesta

Los estudios de dosis-respuesta se llevaron a cabo sobre ratones cepa CD1 con diabetes
inducida por aloxana, empleando para ello el método siguiente: Se midi0 una respuesta
biolégica gradual, a varias dosis y se registraron las respuestas y el porcentaje de efectos
positivos de cada dosis. La potencia de los compuestos aislados de las plantas que se
estudiaron, en esta investigacion se compararon con una suspension de tolbutamida a una dosis

de 50 mg/kg de peso corporal (223).

Preparacion del reactivo de o-toluidina.

En un matraz aforado de 500 ml se disuelven 1.5 g de tiourea, 60 ml de o-toluidina en
100 ml de acido acético glacial. La solucién se deja en reposo en un frasco de color dmbar a

temperatura ambiente durante 24 h (220).
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Determinacion de glucosa sanguinea

El micrométodo de o-toluidina es una modificacién del reportado por el Instituto
Mexicano del Seguro Social (220). Efectuando un pequefo corte en la cola del raton se
tomé una muestra de sangre con un capilar heparinizado, el cual se sello y centrifugd durante
10 minutos a 400 rpm; enseguida se corto en la seccién donde se separa el plasma de los
eritrocitos, se tomaron con una pipeta para glébulos blancos 10 pl de plasma y se colocaron
en un tubo de ensayo de 10 ml con 1 ml de reactivo de o-toluidina. La mezcla se calento en
bafio Maria durante 10 minutos. Al finalizar este tiempo se enfriaron en un bafio de hielo,
también durante 10 minutos.A la solucion obtenida se le determindé su absorbancia en UV/VIS

a 625 nm (224).

Curva estandar de glucosa

Se prepararon soluciones de glucosa a las siguientes concentraciones: 50, 100, 150,
200, 250, 300 y 350 mg/100 ml con 4cido benzoico al 2% como preservativo . Las soluciones

se trataron con el reactivo de o-toluidina de una manera similar a los muestras sanguineas.

Analisis estadistico

A partir de los datos obtenidos en el estudio farmacoldgico realizado sobre la actividad
hipoglucemiante de las plantas Salpianthus arenarius, Acrocomia mexicana, Agarista mexicana
y Verbecina percisifolia se determiné el andlisis de variancia a un nivel de confianza de 95% y
cuando fue necesario se compararon las medias aplicando la prueba de Tukey, empleando el

programa para computadora “Microcal Origen”.
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Potencia relativa 22% 699

La potencia relativa es la cantidad de farmaco (U) que se necesita para producir un
efecto especifico cuando este se compara con la actividad de otro farmaco empleado como
estandar (S). Si la potencia relativa es constante en cada dosis probada se obtendran graficas
lineales del log dosis-respuesta las cuales generalmente son paralelas. La potercia relativa se
determina a partir de la distancia horizontal d entre las lineas obtenidas (225). Para determinar
la potencia relativa de la coyolosa, se emplearon dosis de 5,10, 50 mg/kg , para el saliriol y
agaratina se utilizaron dosis de 25, 50 y 100 mg/kg en cambio para la tolbutamida se usaron

dosis de 20, 45 y 90 mg/kg . La potencia relativa se calcula de acuerdo a la siguiente férmula:

d = log (dosis), - log (dosis),

(dosis),
d = log ---------
(dosis),
(dosis),
Potencia relativa = ----------- = antilog d
(dosis),

Aislamiento del compuesto hipoglucemiante de la raiz de Acrocomia mexicana

5 kg de la raiz seca y cortada en trozos pequefios de la planta Acrocomia mexicana se
extrajeron con 14 litros de hexano y 14 litros de MeOH consecutivamente. El extracto de
MeOH se concentrd a presion reducida produciendo un liquido viscoso (160 g), el cual se
sometio a una separacidon cromatografica en columna con silica gel (malla 230-400), como
eluente se emple6 CHCl;- MeOH 9:1, v/v. Se colectaron fracciones de 20 ml cada una,
aquéllas que mostraron patrones idénticos por analisis en cromatografia en capa fina ( silica

gel 60) usando como eluente CHC13—MeOH 9:1y 1:1 fueron combinadas. Finalmente, todas las
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fracciones obtenidas fueron evaluadas en relacién a su actividad biolégica en animales
hiperglucémicos. Las fracciones con mayor actividad hipoglucemiante se cristalizaron de
MeOH obteniéndose un sélido cristalino blanco con un rendimiento de 0.25% y con un p.f.

170-172 °C.

Aislamiento del compuesto hipoglucemiante de la raiz de Salpianthus arenarius

3 kg de la raiz seca y cortada en trozos pequefios de la planta Salpianthus arenarius se
extrajeron con 8 litros de hexano y 8 litros de MeOH consecutivamente. El extracto de MeOH
se concentré a presion reducida y se obtuvo un liquido viscoso (140g), el cual se
cromatografié en columna, con silica gel malla 230-400, como eluente se empleo CHCl3 - |
MeOH 1:1 v/v. Se colectaron fracciones de 20 ml cada una, aquéllas que mostraron patrones
idénticos por analisis en cromatografia en capa fina ( silica gel 60) usando como eluyente
CHCI3-MeOH 9:1 y 1:1 fueron combinadas y evaporadas a sequedad. Las fracciones con
mayor actividad hipoglucemiante en ratones hiperglucémicos se cristalizaron de MeOH
obteniéndose un solido cristalino blanco con un rendimiento de 0.016% y con un p.f. de 185-

187 °C.

Aislamiento del compuesto hipoglucemiante de las hojas de Agarista mexicana

Las hojas (5 kg) secas y molidas se sometieron a temperatura de reflujo durante 7
" horas con CHCl3 para la primera extraccion y 5 horas para la segunda. Los extractos se
combinaron y concentraron a presion reducida obteniéndose 180 g de un liquido viscoso de

color verde obscuro, el cual fue cromatografiado en columna con silica gel (malla 230-400),
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se empleé como eluente MeOH - CHCL_(1:9). Se colectaron fracciones de 20 ml cada una y
aquéllag que mostraron patrones idénticos por andlisis en cromatografia en capa fina ( silica gel
60) usando: CHCI3-MeOH 9:1, l:1y CHCl3-éter de petréoleo, 9:3 v/v; asi como benceno
cloroformo 1:1 se reunieron. Finalmente las fracciones obtenidas, fueron evaluadas en

relacidn a su actividad biolégica.

Posteriormente las fracciones con mayor actividad farmacoldgica fueron cristalizadas
de MeOH produciendo un sélido amorfo de color blanco. La pureza de este se determiné por
medio de cromatografia de gases indicando que se trata de una mezcla de cinco compuestos por
lo que se procedi6 a cromatografiar nuevamente, en columna empacada con silica gel y como
eluentes fueron usados CHClj—éter etilico 1:1 vy CHCl3—éter de petréleo 9: 3 v/v
consecutivamente. Se obtuvo un sélido blanco con un rendimiento de 0.0001% y con un p.f.
de 60-61 °C. Su pureza fue determinada por medio de cromatografia en capa fina

encontrandose en todos los casos una sola mancha.

Elucidacion de las estructuras de los compuestos hipoglucemiantes aislados.
Procedimientos generales:

Los puntos de fusion fueron detérminados en un aparato para punto de fusién Fisher-
Johns calibrado. Los espectros infrarrojos fueron obtenidos en un espectrofotémetro Perkin
Elmer FT 1600 usando pastillas de KBr. Espectrofotdmetro UV/Vis Pye Unicam SP 1800.
Los espectros de IHRMN y 13CRMN se determinaron en un instrumento Jeol GX-300 y Jeol
GSX-270 (CINVESTAV-IPN) usando TMS como referencia interna; Los desplazamientos

quimicos se reportaron en valores de 6 (ppm). Los espectros de masas se determinaron, a 70

eV enun aparato Jeol ICMATE.
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Derivados quimicos de los compuestos aislados

Acetilacion de la Coyolosa

Una solucién de 100 mg de “coyolosa” fue acetilada con anhidrido acético (3.5 ml) en
un mililitro de piridina a temperatura ambiente, en reposo durante 72 hrs. Posteriormente el
producto fue cromatografiado en silica gel con Acetato de etilo-Cloroformo 1:6 v/v. El acetato

de la coyolosa present6 un punto de fusién de 132-134 °C.

Acetilacion del saliriol

Se realizd de manera similar a la acetilaciéon de la coyolosa, el acetato del saliriol

presentd un punto de fusién de 80-82 °C.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto hipoglucémico del extracto metandlico de la Acrocomia mexicana en ratones
diabéticos se presenta en la Figura 5 y Tabla 1. Con la administracion de 200 mg/kg del
extracto metandlico de Acrocomia mexicana la méxima actividad hipoglucemiante (44.6% de
reduccion) se observd después de 4.5 h de la administracién. La minima actividad se observo
con la administracién de 133 mg/kg (23.7% de reduccién) después de 4.5 h de la
administracion. Este extracto presentd una respuesta dosis-dependiente y el efecto persistio
por un periodo menor a las 24 h. Los extractos cloroférmico (Figura 6, Tabla 1) y hexanico
(Figura 7, Tabla 1) de Ila planta Acrocomia mexicana  no presentaron actividad

hipoglucemiante.

El efecto hipoglucemiante del extracto metandlico de la raiz de Salpianthus arenarius
en ratones diabéticos se presenta en la Figura 8 (Tabla 2). La administracion de 200 mg/kg del
extracto acuoso (Figura 9, Tabla 2) de Salpianthus arenarius redujo la glucemia en 40.2% a
las 3h y 57.4% alas 4.5 h. En el estudio con el extracto de metanol se observd que después de
3 h de la administraciéon hay una disminucion de los niveles de glucosa de 24 % para la dosis de
200 mg/kg, y de 31.3% para la dosis de 400 mg/kg. A las 4.5 h, la disminucién de la
concentracion de glucosa sanguinea fue de 42.9% y 47.9% y para las dosis de 200 y 400
mg/kg, respectivamente. El efecto persistié por un periodo superior a las 24 h. Los extractos
hexdnico y cloroférmico (Figura 9) de S&lpianthus arenarius no presentaron actividad

hipoglucemiante.

Los extractos hexadnico y metandlico de la Agarista mexicana y Verbecina percisifolia

no presentaron actividad hipoglucemiante. Los resultados se presentan en las figuras 10 y 12

(Tabla 3-4) respectivamente.
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Los extractos cloroférmicos de Agarista mexicana'y Verbecina percisifolia presentaron
actividad hipoglucemiante en ratones diabéticos comparada con el grupo control, también el
efecto de estos extractos se compard con el efecto producido por la tolbutamida. Cuando se
administraron dosis de 50 a 150 mg/kg/oral de los extractos de Agarista mexicana 'y Verbecina
percisifolia se obtuvo una respuesta dosis-dependiente, los resultados se presentan en la
Figuras 11 y 13 (Tabla 3-4). Con el extracto de Agarista mexicana la méaxima actividad
hipoglucemiante (28.1% de reduccién) se observo después de 3 h de la administracién pero la
concentracion de glucosa sanguinea permanece dentro de las 24 h. lo cual indica que el efecto
de la Agarista mexicana es de efecto similar al de la tolbutamida. Con el extracto
cloroférmico de Verbecina percisifolia el efecto maximo (40.8% reduccién) se observd 4.5 h
después de la administracién del extracto, este efecto persistio aiin a las 24 h lo cual indica que

la actividad hipoglucemiante de esta planta es de efecto similar al de la tolbutamida .

La actividad hipoglucemiante de los extractos cloroformicos de las plantas Agarista
mexicana y Verbecina percisifolia a dosis de 150 mg /kg en ratones normoglucémicos se
presentan en la Figura 14 (Tabla 5). Con esta dosis el extracto de Agarista mexicana produce
la méxima actividad antidiabética a las 3 h después de la administracion (21.6% de reduccion)
pero la concentracion de glucosa se incrementa dentro de las 24 h, lo cual indica que el efecto
de la Agarista mexicana es de corta duracion. Con el extracto de Verbecina percisifolia se
observd una disminucion estadisticamente significativa (p<0.05) a las 1.5, 3 y 4.5 h después
de la administracion, este efecto fue mas pronunciado a las 4.5 h (28% de reduccion). Los

niveles de glucosa sanguinea regresan a los valores iniciales a las 24 h.

El efecto de la administracién de los extractos metandlicos de S. arenarius y Acrocomia
mexicana en ratones normoglucémicos se presenta en la figura 15 (Tabla 6). Cuando se
administraron dosis de 100 y 150 mg/kg de los extractos de S. arenarius y Acrocomia

mexicana se observd que en ambas plantas el maximo efecto hipoglucemiante se presenté a las
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4.5 h después de la administracion con una disminucion de los niveles de glucosa sanguinea de

-30.2 % y -32.3% respectivamente

Los resultados del efecto de los extractos de cloroformo de Acrocomia mexicana y
Verbecina percisifolia sobre la tolerancia de glucosa se presentan en la Figura 15 (Tabla 7) . En
el grupo control, animales que recibieron una solucidn salina después de la administracion de
una dosis de glucosa (1g/kg), se produjo que la glucemia se incrementara significativamente
(+9.21%) después de 1 h de la administracién de la glucosa. El nivel de glucosa sanguinea
permanecié alto en las préximas 3 h. La administracién previa de los extractos citados y de
tolbutamida en dosis de 50 mg/kg revierten significativamente el incremento de glucemia

indicando con ello un cambio de patrén a la tolerancia de glucosa.

Los resultados muestran que la solucién salina usada como control en estos
experimentos no produce cambios significativos en los niveles de glucosa sanguinea en
animales normales e hiperglucémicos (Figuras 5-19). Los resultados obtenidos en la prueba de
la tolerancia a la glucosa mostraron que en las ratas diabéticas no tratadas el aumento de
glucosa sanguinea no fue muy alto despﬁés de la administracion de 1 g/kg de glucosa,

posiblemente se debid a la dosis de glucosa utilizada en este ensayo.

Los resultados de las fracciones obtenidas por cromatografia durante el aislamiento de
los principios activos de las plantas Acrocomia mexicana, Salpianthus arenarius y Agarista
mexicana que presentaron actividad hipoglucemiante se presentan en las Figuras 17, 18 y 19

(Tabla 8) respectivamente.

No se aislo el compuesto con actividad hipoglucemiante de la planta Verbecina
percisifolia debido a que se perdié la actividad durante el proceso de aislamiento. En el

segundo intento en el que se tratd de aislar esta substancia empleando diferentes técnicas
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volvié a ocurrir lo mismo, razoén por la cual se puede suponer que el compuesto responsable

de este: efecto sea muy inestable.
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Tabla 1.- Curso temporal del efecto de la administracién de los extractos metandlico, cloroférmico y
hexanico de Acrocomia mexicana en ratones hiperglucémicos inducida con aloxana.

Estudio Variaci6n de la glucemia mg/100 ml (MD.E.)
Dosis (mg/kg) Glucemia Inicial
(mg/100ml)
1.5 horas 3 horas 4.5 horas 24 horas
Control 252 255 £3.52 260+ 3.76 259+ 2.98 262 £4.10
Acrocomia mex * 167 241 245+ 7.32%* 24745.07* 250+2.91 252+1.93
200 203 204+2.11 207+4.25 209+5.11 211+£10.02*
Acrocomia mex". 133 260 240+7.89** 222 +4.87 198+9.16** 274+11.2*
167 240 220+3.98 188+7.45** 147+10.4** 249+12.6**
200 270 24246.73* 163+8.72%* 149+6.56* 280+6.87*
Acrocomia mex © 167 225 226+2.33 230+6.07* 23344.16 23617.34**
200 207 209+4.22 212+1.38 21543.66 217.09**

Extractos : cloroformo®,

10 ratones por grupo de experimentacion.,

metanol®, hexano® .Los astericos se refieren a la significancia: *p <0.05, **p<0.1;
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Tabla 2.- Curso temporal del efecto de la admi
de Salpianthus arenarius _en ratones hiperglucémicos inducida con aloxana.

nistracion del extracto metandlico, cloroférmico y hexanico

Estudio Variacién de la glucemia mg/100 ml (M£D.E.)
Dosis (mg/kg) Glucemia Inicial
(mg/100ml) 1.5 horas 3 horas 4.5 horas 24 horas
Control 256 260+0.89 262+8.10 263+2.56 268+10.35
S.arenarius® 200 228 230+5.40** 232+4.61 234+2.39 238+1.92*
S.arenarius® 200 249 226+ 6.12 ** 189 £8.67** 142+ 5.43 243 £4.74
400 231 201+ 4.87 158+ 3.12 120 + 3.8 219+ 6.84 ™
S.arenarius © 200 219 223+2.4.8 224+ 1.23* 226+0.9* 229+3.1
arenarius® 200 251 164+ 3.16 150+ 7.21** 106+ 6.52 235 +£5.12
Tolbutamida 50 238 179 £5.21** 153 +8.02** 87+10.1* 214 £4.55

Extractos : cloroformo?,

metanol®, hexano® y acuoso’. Los astericos se refieren a la significancia : * p <0.05,

*¥p <0.1; 10 ratones por grupo de experimentacion.
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Tabla 3.- Curso temporal del efecto de la administracion del extracto metanolico, cloroférmico y

hexanico de Agarista mexicana en ratones hiperglucémicos inducida con aloxana.

Estudio Variacién de la glucemia mg/100 ml (M+D.E.)
Dosis (mg/kg) | Glucemia Inicial 1.5 horas 3 horas 4.5 horas 24 horas
(mg/100ml)
Control 249 251 £2.35 258 £ 3.81 259 +2.54 262 +0.18
Agarista mex * 50 210 201 £3.71 190 + 5.12* 188+ 2.67 203 £ 4.57
100 232 213 +£2.35 199 + 4.15 185 +6.41** 221 £5.16*
150 242 221 £3.71 173 + 8.41** 199 +4.93 229 £ 9.51**
Agarista mex ® 150 212 213+1.16 21746.12 219+5.86* 221+2.90
200 243 245+4.65 251+1.83 25245.61* 254+8.69**
Agarista mex © 150 229 23247.25** 236+2.68 238+3.44 240+4.11
200 199 200+6.45** 204+4.32 207+7.08** 209+2.56

Extractos : cloroformo®, metanol®, hexano®. Los astericos se refieren a la significancia : *p <0.05,

#%p < 0.1; 10 ratones por grupo de experimentacion.,
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Tabla 4.- Curso temporal del efecto de la administracion del extracto metandlico, cloroférmico y

hexanico Verbecina percisifolia en ratones hiperglucémicos

Estudio Variacién de la glucemia mg/100 ml (M+D.E.) ‘
(Dosis mg/kg) | Glucemia Inicial 1.5 horas 3 horas 4.5 horas 24 horas
(mg/100ml)
Control 249 251+2.35 258+3.81 259+2.54 26240.18
V.percisifolia *® wo 197 185 + 4.78** 174 +3.98 155+ 6.01* 195 +2.76
100 267 178 £ 2.41 217 £2.01 175 £ 3.35 261 + 7.96**
150 289 255 +2.21 208 + 6.42* 171+ 5.34* 269 + 4.19**
V.percisifolia® 150 209 211+4.73** 214+3.17 216£6.07* 219+5.14
200 253 255+7.05* 260+2.96 26245.05* 265+4.77**
V.percisifolia® 150 225 227+5.07* 231+4.08** 233+£2.73 236+7.45*
200 187 189+6.58 192+1.98 194+8.05** 195+5.05

Extractos : cloroformo®, metanol®, hexano® y acuoso’.

*p <0.05, **p <0.1; 10 ratones por grupo de experimentacion.,

Los astericos se refieren a la significancia :
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Tabla 5 .- Curso temporal del efecto de la administracién de los extractos cloroférmicos de V. percisifolia
y Agarista _mexicana en ratones normoglucémicos

Variacién de la glucemia mg/100 ml (M1D.E.)

Estudio
Dosis (mg/kg) Glucemia Inicial |1.5 horas 3 horas 4.5 horas 24 horas
(mg/100 ml)
Control 110 109 £2.0 11043.7 110+ 1.7 109+3.1
V. persicifolia 150 105 93 +4.3** 90+ 8.5* 7445.2%* 97+2.9
Agarista mex. 150 100 92+5.8%* T7+4. 1% 7616.7* 91+7.1*
Tolbutamida 50 105 96+3.8 78+6.2 71+£3.9 94+1.9

Los astericos se refieren a la significancia : * p<0.05, *¥*p <0.1;

10 ratones por grupo de experimentacion.
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Tabla 6 .- Curso temporal del efecto de la administracion de los extractos metanolicos de S. arenariusy
Acrocomia mexicana en ratones normoglucémicos

Variacion de la glucemia mg/100 ml (M1D.E.)
Estudio
Dosis (mg/kg) Glucemia inicial 1.5 horas 3 horas 4.5 horas 24 horas
(mg/100 ml)
Control 110 109 +0.98 109+2.37 111+ 1.34 110+2.12

S. arenarius 100 101 88 +3.11 84+ 4.65* 70+2.70 92+3.53**

A. mexicana 150 104 95+2.42 79+4.1 71+4.02* 94+3.28
B.
Tolbutamida 50 105 9612.65 80+0.87** 71£3.9 94+1.9%*

Los astericos se refieren a la significancia : * p<0.05, ** <0.1; 10 ratones por grupo de experimentacion.
g Y p por grup p
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Tabla 7.- Curso temporal del efecto de de la administracion de los extractos cloroformicos de

V. percisifolia, Agarista mexicana €n la tolerancia a la glucosa en ratas diabéticas inducidas

con aloxana

Estudio Variacién de la glucemia mg/100 m! (M+D.E.)
Dosis (mg/kg) Glucemia Inicial | 1 hora 2 horas 4 horas
(mg/100ml)

Salina (-) 279 278 +3.08 274 £3.04 270+ 1.76
Salina (-)+ glucosa 282 308 +1.89* 315+3.14. 312 £4.22%*
Agarista mex. 295 276+ 1.87* 241 +2.98 261 £3.09
Extracto (150)+
glucos

278 233 +1.65 250 £3.17** 212 £5.43*
V. percisifolia
Extracto (150)+
glucosa
Tolbutamida (50)+ 283 250+5.70* 210+2.13 196 £3.55%*
glucosa

Significancia con respecto al control solucion salina+ glucosa * p<0.001, ** p<0.01. n=10
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Tabla 8.- Curso temporal del efecto de las fracciones 2, 5 y 3 con actividad hipoglucemiante obtenidas en el
aislamiento de los principios activos de Agarista mexicana, Salpianthus arenarius y Acrocomia mexicana

en ratones diabéticos.

Estudio

Variacion de la glucemia mg/100 ml (M£D.E.)

Dosis (mg/kg) Glucemia inicial 1.5 horas 3 horas 4.5 horas 24 horas
(mg/100ml)
Control 246 248+ 4.28 253+5.4 255+3.87 259+1.3
Acrocomia mex. 150
235 208+5.61%* 140+4.92 126+3.82 242+8.34*
Control 267 270+3.67 273+4.7 276%7.8 27740.94
S. arenarius 150 256 163 £3.12 14616.71 103+9.6* 238+5.3
Control 278 280+6.3 284+5.6 285+8.3 288+2.26
Agarista mex. 150 .
287 260+4.21 197+2.72 2314+7.3* 298+5.32

Los astericos se refieren a la

significancia : p<0.001; 10 ratones por grupo de experimentacién.
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El compuesto aislado de la raiz de Acrocomia mexicana, al cual se le denomino “coyolosa”
presentd un punto de fusion de 170-172 °C, El andlisis elemental encontrado fue de: C

41.99%., H 6.55 %, O 51.45%, en comparacion con el calculado para la formula C{pH»701
C42.10%, H6.43%, O 51.46%. El espectro de IR (KBr) vem™ indicé la presencia de grupos
hidréxilos (3400 cm™) y éter (1040 cm™) (Grafica 1). El espectro de I3CRMN (300 MHz,
CDCl,), sefiala que el compuesto contiene cinco grupos CH y un grupo CHj (Grafica 2). Los
desplazamientos quimicos de las sefiales observadas en 8 72.5, 73.5, 71.5 y 70.5 indican la
presencia de cuatro centros que contienen una funcién con oxigeno probablemente como CH-
OH, por otro lado, un grupo C-O-C fue sugerido por la sefial en 6 61.1. Estos grupos se
confirmaron con las sefiales obtenidas en el espectro de IR a 3400 cm” y 1040 cm’
respectivamente. La senal a  92.5 es producida por un carbén anomérico por lo que la
estructura de la coyolosa se trata de un carbohidrato lo cual se confirma con las sefiales
obtenidas en el espectro de I3CNMR ya que la region de los carbonos presentes en los
azucares se encuentra entre 8 50-105, rango en que se encuentran las sefiales producidas por la

coyolosa (226).

El espectro de I3CNMR reportado para la B-D-galactosa presenta las siguientes
sefales: 8 96 (C-1), 71.6 (C-2), 72.8 (C-3), 69.8(C-4), 75.2 (C-5) y 62.05 (C-6), (227).Por
lo que la sefiales obtenidas en el espectro de la coyolosa pueden ser correlacionadas facilmente
por comparacion con el de la P-D-galactosa. La I3CNMR del 2,3,4,6-tetra-O-metil-B- D-
galactopiranésido metil (228) debido al efecto de la metilacion mostré un desplazamiento
quimico hacia campos bajos de los carbonos vecinos (CH-OH) a un grupo metilo por lo que en
el espectro de la coyolosa la sefial para el C-6 se encontrd hacia campos bajos a 6 61.0 lo cual
sugiere la presencia de un disacérido unido por medio de un grupo C-O-C con ambos
monosacdridos identicos unidos en C-6 y C-6" (Graficas 3 y 4) esto se confirma con las seis
sefiales obtenidas el espectro de 13cNM: 6 61.0, 70.5, 71.5, 73.1, 72.5 y 92.5. Si el
. disacérido estuviera unido por enlaces 1,2, 1,4 y 1.6 entre las unidades de monosacaridos, no
se obtendrian las seis sefiales en el espectro de 13C. Por otro lado no se ha encuentrado

reportado ningun disacarido con enlaces 1,2, 1,4 y 1.6 con actividad bioldgica.
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El espectro de [HRMN (300 MHz, CDCI3) presentd los siguientes datos espectrales: &
3.51(m), 54.48 (t,J = 9.5 Hz), 54.59(d,J = 5.9Hz),54.77(d, ] = 3.0 Hz), 6 4.95 (d,
J =3.0)y56.26, (d, J= 9 Hz) (Grafica 5). Se observaron que las constantes de acoplamiento
de los Hidrégenos vecinos del compuesto fueron del orden de 10 Hz lo cual indica la existencia
de un anillo de 6 miembros, ya que cuando se tiene un anillo del tipo furanoide las constantes
de acoplamiento se encuentran en el rango de 0 a 7 Hz (229). En las hexopiranosas y
pentopiranosas las constantes de acoplamiento son caracteristicas de la configuracion anomérica
y se ha demostrado que las sefiales para el protén anomérico en los o-D-manosidos y o-D-
ramnosidos aparecen siempre a campos bajos de 6 5.02-5.92, en cambio los P-andémeros
aparecen entre & 4.59 y 4.95 (230). Esta diferencia entre o y P-anémeros ayuda

considerablemente a determinar la estructura anomérica en los carbohidratos.

Los protones de los grupos hidroxidos de la Coyolosa, generan cuatro dobletes: OH-1:
5 6.26; OH-2, 5 4.95; OH-3,0 4.76; OH-4.5 4.65; en cambio las sefiales producidas por H! ®
3.61), H-2 (5 3.16), H-3 (6 3.55), y H-4 (5 3.40), aparecen como multipletes (Grafica 5). El
desacoplamiento entre los hidrogenos H-5 y H-6 sugieren que estos protones se encuentran en
posicidon trans; esta orientaciéon en el enlace de los carbonos C-5 y C-6 minimizan las
interacciones estéricas alrededor del C-6 (Figura 20) el cual se encuentra muy substituido (231,
232). Este efecto se ha observado en algunos azicares derivados de la piranosa que poseen
configuraciones trans-1,2 y trans- 2,3 que muestran sefiales a campos bajos debido a Ia
carencia de interacciones estéricas (233, 234). En cambio en los azucares cis- 1,2 producen

seflales a campos altos entre & 3.5 y 4.2 ppm y se debe a las interacciones estéricas presentes.

En el espectro de IHRMN de la B-D-galactosa (227) se observd que los protones de los
carbonos C-2 y C-3 presentaron sefiales a campos bajos en forma de dobletes y un muitiplete
para el H-6. En el espectro de la coyolosa se observaron las siguientes sefiales: 6 4.95 (d, J =
3.0), 6 4.77 (d, J] = 3.0 Hz), las cuales fueron asignadas a los hidrégenos H-2 y H-3

respectivamente y el multiplete a 3. 51 asignado para el H-6 (Figura 20).
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Al comparar las constantes de acoplamiento entre los Hidrogenos 1,2 de !a coyolosa
con el isémero trans- 1,2 del compuesto tetra-O-acetil-D-aldohexopiranosa (235, 236), se
observa que los valores de la constante de acoplamiento para este tipo de compuestos se
encuentran en el rango de 9.0 a 10 Hz, que son tipicos para los protones trans diaxial
cuando se encuentran en una conformacién de silla en los anillos del pirano (238). En el
espectro de la coyolosa la constante de acoplamiento para los hidrégenos 1,2 es de 9.0
confirmando la estereoquimica trans-1,2 también se observan las sefiales de los hidrogenos
H-2 (4.95 d, ]=3.0) y H-3 (4.76 d, J=3.0) lo cual indica la presencia de un isémero cis-
2,3.

El espectro de masas de la coyolosa se determino a 70 eV (Grafica 6). No presentd ién
molecular [M]+, mostré poca abundancia relativa en los picos encontrados en la region de
masas altas (103-179), m/z 179 (1%), 171 2%), 161 (1%) [ C6H905]+,155 (1%), 145
2%), 126 (4%), 109 (7%),103 (7%) [C4H7O3]+, El espectro presentd varios iones
intensos eﬁ la regién de masas bajas (41-91), 91 (4%), | C3H7O3]+, 85 (10%),[ C4H502],
81 (9%), 73 (20%) [HO-CH-O" =CH-CH> "], 69 (20%), 60 (22%) [ HO-CH=CH-OH]’,
5537%) | C3H3O]+, 44 (54 %) [C2H4O]+,45 (28%) [ C2H30]", 43 (100%), [CH=CH-
OH]+, 37 (11%) [ C3HO]+; el esquema de patrén de fragmenﬁcién de la coyolosa se

presenta en la Figura 20.

El espectro de masas de un disacdrido unido por medio de un grupo C-O-C muestra que

su fragmentacion puede ser descrita como una ruptura independiente de ambas unidades de los

monosacaridos “a” y “b” asi como del tipo de enlace intermonosacarido. El espectro de masas

de la coyolosa es caracteristico de los disacaridos formados por dos unidades de hexopiranosa.

En aquellos disacaridos que presentan enlaces 1,2, 1,4 y 1,6 entre las unidades de

monosacaridos, se ha encontrado la ausencia del ion molecular y la abundancia relativa de los
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picos es mayor en la region de masas bajas del espectro y la presencia de los iones que

contienen intacta la unidad “a” (238).

El i6n m/z 179 presente en el espectro de masas de la coyolosa debe de contener intacta
la unidad “a” incluyendo C-6 porque la formacion de este ion no depende de la posicion del
enlace intermonosacarido. El rompimiento del enlace intermonosacérido produce el i6n m/z
161 [ Cf,Hgos]+ (239). La fragmentacion del anillo de este i6n condujo a la formacion del ion
m/z 91 [C3H7O3]+ y por la pérdida de 3 moléculas de agua produce los iones m/z 73 [HO-CH-
O=CH-CH,"], m/z 55 [C.H;0]", y 37 [C;HO]". El i6n m/z 91 produce por un rompimiento
heterolitico del enlace de los carbones C-3 y C-4 al ion m/z 60 [HO—COHzCH—OH]+. El i6n
m/z 103 contiene los carbonos C-1, C-2, C-5 y C-6 [HO—CH-CH—OH-0+=CHo
CH2+,C4H7O3]. Después este fragmento por la pérdida de una molécula de agua produjo el
i6n m/z 85 [103-H»O, C4H502]+. También en el espectro de masas se observaron tres picos
importantes a m/z 45, 43 y 44, a los cuales se les asignaron los fragmentos [C2H3O]+, 1

CHH30, CH=CH-OH]+ y [161-,H, O,]", respectivamente.

El acetato de la coyolosa presenté un punto de fusion de 132-134 °C y el anlisis
elemental encontrado fue de: C 49.61%, H 5.74, O 44.64 %, comparado con el calculado
para la formula C9g H38019 C 49.56% H 5.60% y 0 44.83%. El espectro de IR (KBr) v cm™
indico la presencia de los grupos: éter C-O-C (1040 y 1220 cm™) y carbonilo de éster (1740
cm™), (Grafica 7). Los grupos OH observados en la coyolosa a 3400 cm’ desaparecieron
completamente en el derivado acetilado indicando con ello que todos estos grupos son

primarios o secundarios.

Los datos espectrales obtenidos en IHRMN (DMSO) del derivado acetilado del
compuesto hipoglucémico fueron los siguientes: 6 1.91, 2.01, 2.09, 2.11 (OAc, s), & 4.3 (H-6,
m), 6 5.45 (H-5, m), 6 5.7 (H-2,d, J=4),8 5.1 (t, J=9 Hz) y § 4.9 (H-3, d, J=4), (Grafica
8). El espectro de 13CRMN (Grafica 9) presenté los siguientes datos espectrales del acetato de
la coyolosa: 6 170.59 ( OAc), 6 170.21 (OAc), 5 169.62 (OAc), & 149.48 (Oac), 6 91.17 (C-
1), & 89.13 (C-3), 6 72.82 (C-2), & 69.90 (C-4), 5 67.88 (C-5), 6 61.54 (C-6) y & 20.58
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(Me). Los espectros de IHRMN y '3CRMN indica claramente la presencia de un tetracetato,
sugiriendo con ello la presencia de cuatro grupos OH en la molécula de la coyolosa lo cual

confirma la presencia de un disacdrido simetrico.

El espectro de masas del acetato de la coyolosa (Grafica 10) se determinoa 70 eV. No
presentd i6n molecular [M]+, mostré los siguientes picos: m/z 332 (7%), 331 (20%), 271
(18%), 242 (15 %), 211 (10%), 200 (20%), 169 (100%), 157 (25%), 140 (15%), 115 (28%),
109 (33%), 103 (13%). El pico m/z 331 | CMHIQOQ]+ resulta del rompimiento del enlace
entre las dos unidades de monosacaridos y por la pérdida de una moléculas de acetato produce
el ©6n m/z 271 [331-HOAc,C,,H,;O,], La fragmentacién del anillo de este i6n produjé la
formacion del i6n m/z 157 | C7H.,O4]+que contiene los C-2, C-3 y C-4 de la galactosa y por la
pérdida de una molécula de CH,CO produce el ion m/z 115 [C5H7O3]+.También la
fragmentacion del anillo condujé a la formacion del ion m/z 242 [ C,,H1406]+(Figura 21). Las
unidades “a” y “b”que forman el disacérido son identificadas como f-D-galactosa unidas por
enlace 6-6°. Los espectros de: IR, I3CNMR: [HRMN y espectrometria de masas de la

coyolosa se presentan en el anexo [.

Estos resultados nos conducen a proponer la estructura de la coyolosa como un nuevo

disacérido, 6-O-B-D-galactopiranosil-6 “-O--D-galactosa (Figura 22)
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87

OH




C1 2H1 507

m/z 271
2 3 4 - HOAC
CAO-CH=CH-CH-OACc

CHO,

m/z 157 C10H1105
m/z 211

-CHCO
CH,O,
m'z 116

Figura 21.- Patrén de fragmentacién propuesto para el acetato de la

coyolosa.
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Figura 22.- 6-O-B-D-galactopiranosil-6 "-O-f3-D-galactosa
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Los resultados del efecto hipoglucémico de la coyolosa. aislada de la Acrocomia mexicana, en
ratones diabéticos y normoglucémicos, asi como en la tolerancia a la glucosa en ratas diabéticas
se presentan en las Figuras 23, 24 y 25 (Tabla 9) respectivaménte. El maximo efecto
hipoglucémico de la coyolosa observado en ratones hiperglucémicos fue de 58.5.1%, 4.5 h
después de la administracién. Al comparar los resultados con los obtenidos con la tolbutamida
en la misma dosis (50 mg/kg) se encontrd que ésta solamente produce el 31.6% de disminucion
de glucosa sanguinea en el mismo tiempo, pero la concentracion de glucosa se incrementa a de
las 24 h (+2.3%), lo cual indica que el efecto de la coyolosa es de corta duracion. En la figura
21 también se muestran los resultados obtenidos con la administracion de diferentes dosis (5,
10 y 20 mg/kg) de coyolosa a ratones hiperglucémicos. El maximo efecto hipoglucémico fue
de 54.1%, 4.5 h después de la administracion de 20 mg/kg. Con una dosis de 5 mg/kg la
coyolosa produce la minima actividad hipoglucemiante a las 1.5 h después de la administracion

(2.4% de reduccién).

Esta sustancia produce una disminucién en el nivel de glucosa sanguinea de 24.1 % a
las 3 h de su administracién en ratones normoglucémicos a dosis de 50 mg/kg. Y al igual que
en el caso de los ratones diabéticos el efecto mas pronunciado se present$ a las 4.5 h con un
26.2% de reduccion de los niveles de glucosa sanguinea, dichos niveles regresan a los valores

iniciales a las 24 h.

El efecto de la coyolosa en la prueba de tolerancia a la glucosa (Figura 23) mostré en
los animales del grupo control, que recibieron solucion salina seguida de una administracion de
glucosa por via oral de 1 g/kg, incrementa notable de la concentracion de glucosa sanguinea de
18.5% a las 2 h y estos niveles permanecen altos durante las siguientes 2 h En cambio la
coyolosa y tolbutamida a dosis de 50 mg/kg revierten significativamente el incremento de
glucemia a las 4 h (-36.6 y -32.1% respectivamente) indicando con ello una disminuciéon en la
tolerancia a la glucosa. El compuesto aislado de la Acrocomia mexicana muestra una

tolerancia a la glucosa mas alta que la tolbutamida.
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Tabla 9.- Efecto de Coyolosa aislado de la Acrocomia mexicana  en ratones diabéticos inducida por aloxana

92

Estudio Variacion de la glucemia mg/100 ml (M+D.E))

Dosis (mg/kg) Glucemia Inicial 1.5h 3h 45h 24 h
(mg/100ml)

Control 186 105£1.0 188+1.2 {188+1.0 191+1.6

Coyolosa 5 210 204+3.1 187 +1.9 18143.5 216+4.2*

Coyolosa 10 193 186+3.7 162+5.3* 151+4.7* 199+1.9

Coyolosa 20 205 190+4.5* 133+1.3 94+1.7 210+1.2

Coyolosa 50 171 156+2.7 10346.2* 71428 17443.5

Tolbutamida 50 238 179+5.21 1555+8.02* 88+1.21 21444.55

Los astericos se refieren a la significancia : * p<0.05; 10 ratones por grupo de experimentacion.
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Tabla 10.- Efecto de la coyolosa aislado de Acrocomia mexicana sobre el nivel de glucosa sanguinea

en ratones normoglucémicos

Estudio Variacion de la glucemia mg/100 ml (M+D.E.)
|
Dosis (mg/kg) Glucemia Inicial I.5h 3h 45h 24 h
(mg/100ml)

Control | 105 10634.0 106+3.1 105+4.1 106£3.9
Coyolosa 50 -«

99 79+4.9 7544 6* 73+£2.8 100+3.3* o
Tolbutamida 50

105 96+2.65 80+0.87* 71£3.9 94+1.9*

Los astericos se refieren a la significancia : * p<0.001, 10 ratones por grupo de experimentacion.
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Tabla 11.- Efecto de la administracion de la Coyolosa aislada de la Acrocomia mexicana 'y

Tolbutamida sobre la tolerancia a la glucosa en ratas diabéticas.

Estudio

Variacion de la glucemia mg/100 ml (M£D.E.)

Dosis (mg/kg) Glucemia Inicial 1.0 h 2.0h 4.0h
(mg/100ml)

Salina 229 229 +1.56 232 £4.20 230 + 1.68

Salina + m_COOmN 265 203 +2.11 313 +3.45 310 +4.09

Coyolosa (50) + glucosa 273 23241.19** 191+2.67 17343.25

Tolbutamida(50) + 240 213 +3.24 176 +4.53* 161£1.86%*,

glucosa

Significancia con respecto al control solucién salina+ glucosa * p<0.001, ** p<0.01. n = 8
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El compuesto aislado de la raiz de Salpianthus arenarius con propiedades hipoglucemiantes

denominado “saliriol” se cristalizé de metanol produciendo cristales incoloros con un punto de

fusion de 185-187 ©C . La solucion metandlica del saliriol no presenté absorcion en la region
UV/VIS. El espectro de IR mostré bandas de absorcion atribuibles a grupos hidroxilo ( 3414
cm?) y éter (11069, 1238 y 1279 cm™), (Grafica 11) el compuesto presentd una formula
molecular de C1pH»7011 basado en el anélisis elemental, (C 42.17%, H 6.48% y O 51.34%;
calculado para C1pHp9011 C 42.11%, H 6.43% y O 51.46%). EI nimero de atomos de
carbono en el saliriol (C12 H22 011) se confirmé por la sefiales obtenidas en el espectro de
13CRMN (300 MHz, DMSO 3): 61.17, & 62.38, 62.89, 68.52. 70.50, 73.32, 73.40, 74.89,
78.08, 83.01, 92.32, y 104.00 (Grafica 12). También este espectro sefiala que el compuesto
contiene ocho grupos CH, tres grupos CHp y un carbono cuaternario (Grafica 13). Los
desplazamientos quimicos de las sefiales observadas en 6 92.32, 83.01, 78.08, 73.32, 73.41y
70.5, indicaron la presencia de seis centros con una funcién con oxigeno probablemente del
tipo CH-OH vy las sefiales a 6 62.38 y 62.89 sugieren la presencia de dos centros con una
funcién con oxigeno probablemente del tipo CH,OH. Estos grupos se confirmaron con las

sefiales obtenidas en el espectro de IR (3414 cm™).

En los espectros de 13CRMN reportados de la a-D- manopiranosa y f-D-manopiranosa
(241) presentaron las siguientes sefiales: & 94.85 (C-1), 72.35 (C-2), 74.10 (C-3), 67.75 (C-
4), 77.30 (C-5) y la sefial caracteristica de 62.15 para el C-6. En estos espectros una sefal a
& 102.4 se ha descrito para el C-1 de la a-D- manopiranosa y una sefial de & 94.85 es
reportado para el C-1 de la B- D-manopiranosa (242). En el espectro del saliriol la sefial a 6
92.32 es producida por el C-1 y por otro lado el saliriol presentd6 la misma configuracién en
los C-27, C37, C4", y C-5" (8 73.40, 74.89, 70.50, 78.08 respectivamente) que la
reportada para la B-D-manopi-anosa ya que se debe de esperar que el grupo OH axial en el C-2
tenga un efecto en el desplazamiento quimico del C-5 a & 78.08. Por otro lado, se presentaron

las sefiales a 6 62.38 y 62.89 las cuales sugieren dos alcoholes primarios. La sefial a 8 104.54

indica un grupo O-C-O caracteristico de! anillos de 1,3 dioxolanos (243).
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Cuando se reemplaza el substituyente CHZOH del C-5 en los carbohidratos derivados de la
piranosa por los grupos CH,, CO,H, CO,Me o H se observa un desplazamiento en las sefiales
de los carbonos C-4 y C-5 en el espectro de °C (242). Se observé en el espectro del saliriol
que debe de existir la substitucion del grupo CHyOH en el C-5 por un grupo HO-CH-CH-OH
esto se sugiere debido a las sefiales de & 73.32 y 83.01, esto causa que las sefiales de los
carbonos C-4" y C-5° sean también desplazadas hacia campos bajos a & 70.50 y 78.08
respectivamente. Las sefiales producidas por el anillo 1,3 dioxolano fueron: 6 104.0 (C-2),
83.01 (C-4), 61.17 (C-5), 68.52 (C-6), 62.38 (CHpOH ) y 62.89 (CHpOH ) al extrapolar
estos valores con los desplazamientos quimicos reportados para 1,3 dioxolanos 2,2, 4
substituidos con substituyentes H, Me, Et, i-Pr, t-Bu, Ph suponemos que en el saliriol el

substituyente se encuentra en el C-4 (244).

El espectro delHRMN (300 MHz) del saliriol fue determinado en DMSO (Grafica 14)
lo cual presentd un espectro muy complejo y no se pudo determinar la multiplicidad y las
constantes de acoplamiento. Por lo que las sefiales de los grupos OH, fueron reducidas a un
minimo con la adicién de D-0. Las sefiales observadas en el espectro de LHRMN de la B-D-
manopiranosa en D20 son reportadas: 6 5.04 (H-1 d, J = 1.0 Hz), 3.92 (H-2, d, J= 2.5 Hz),
4.28 (H-3,d, J= 2.5 Hz), 3.97 (H-4,d, ] = 2.8 Hz), 3.73 (H-5, oct, J =3 Hz), 3.25 (H-
6, d, J= 8.42 Hz) (242). Los datos espectrales obtenidos del fragmento del monosacérido en
el saliriol en el espectro de ITHRMN a 300 MHz, D50) fueron los siguientes: 4 5.24 (H-1", d,
J =1.0Hz). 53.23 (H-2", d, J] = 2.5Hz), 83.48-3.54 (H-3", m), 6 3.44 (H4",d, ] = 2.2),
8 3.69 (H-5", octJ = 3.2 Hz), 8 3.15 (H-6", t, ] = 8.50 Hz).

El espectro de IHNMR en 6xido de deuterio (Grafica 15) presenté un doblete a &
5.24; esta sefal fue asignada al H-1, no se observan seifiales para otros protones anoméricos.
El resto del espectro presentd bandas en la regién de 2.5 a 3.9 ppm. Un octeto centrado a &

3.69, tiene una intensidad similar a la presentada por el H-1 por lo que a esta sefial se le
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asigno al protén H-5. Las constantes de acoplamiento observadas para J 2, J2 3.y I3 4 para
la forma P se encuentra de acuerdo con la estructura de la f-D manopiranosa. Por otro lado los
dos dobletes de dobletes a 8 3.23 con una intensidad en proporcion de 1:1 puede ser asignado
a los hidrogenos H-3 y H-2 del residuo del manopiranosil. Esta asignacion es también

corroborada por el doblete producido por el H-4 en el espectro de IHNMR del saliriol (235).

Los datos espectrales para el anillo 1,3 dioxolano 2,2,4 trisubstituido en el saliriol
fueron: H-4 (3.63, t, J=4.2), H-5 (3.64,d,J = 4.2 ), H-6 (3.83, t, J= 5.0), CHpOH (3.89,
s) y CH7OH (3.91, s) los cuales estidn de acuerdo con los datos reportados para los isOmeros

2,2,4-trisubstituidos-1,3-dioxolanos (244-247).

El espectro de masas del saliriol se determiné a 70 eV ( Grafica 16). Este
compuesto no presentd i6n molecular [M]+, m/z 179 (1%) m/z163 (16), [M—C6H1105+],
145 (22), m/z 133 (6), m/z 131 (3) m/z 127 (50) , m/z 109 (17), m/z 103 (12) , m/z 97 (64)
, m/z 91 (6), m/z 85 (39), m/z73 (77), m/z 60 (46) , m/z 45 (33), m/z 43 (100).

Los patrones de fragmentacidn en los espectros de masas de los carbohidratos son
caracterizados por un importante rompimiento en el'substituyente que se encuentra en el C-5
de la molécula de azicar produciendo fragmentos iénicos subsecuéntes por pérdida de cuatro
moléculas de agua (248) m/z163, [M-CgH105'1, m/z 145 [m/z 163 - HyO, CgHgO4 1,
m/z 127 [m/z163-2 Hp0, CgH703 '], m/z 109 [m/z 163-3H,0, CgHs0, 1, y m/z 91

[m/z 163-4H,0, CgH30 *). También se observaron otros iones importantes tales como: al ion

m/z 90 [m/z 163-C3Hj5 O3], el cual contiene principalmente los carbonos C-2, C-3y C-4

[C3H6O3 ", al pico a m/z 60 [CpHy4 O9], se le asigné la estructura [OH-CH=CH-OH]" y se
encuentra predominantemente compuesto por los carbonos C-2 y C-3, estos iones confirman la

presencia de una molécula de B-D- manopiranosa en el saliriol.
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También la fragmentacion de los compuestos 2,4 dialquil, 1,3 dioxolanos es bastante
conocida (249). El espectro de masas obtenido del saliriol presenta solamente un pico intenso
en la region de masas alta a m/z 133 [ C5HgO4 ). La fragmentacion del anillo de 1,3
dioxolano se lleva a cabo a través de la formacién del ion oxonio formado por la pérdida de
uno o dos grupos CHYOH desde el i6n molecular y es estabilizado por la deslocalizacion de la
carga positiva entre los dos dtomos de oxigeno m/z 103 [ m/z 133-CHpOH, C4H7037] y m/z
73 [m/z 103-CHpOH, C3H509 1] (246).Otras sefiales importantes se presentan a m/z 43

[m/z 73-CoH3 O, CH3-CEO+], el ion m/z 73 [C3H502+] se forma por la pérdida del
hidrégeno del C-4, este rompimiento es caracteristico de los cetales que no contienen hidrégeno
en el C-2 por lo que no presentan iones M-H (250). La presencia del ion m/z 45 [m/z
73-CO, Et0+] es caracterfstico de todos los 2,2,dialquil 1,3 dioxolanos y generalmente se
encuentra en una abundancia relativa del 10 al 30% del pico base en los espectros de masas a
70 eV. Los picos metaestables en el espectro de masas establecen la formacion de m/z 73 por

la eliminacion de mondxido de carbono (Figura 24).

El octacetato de saliriol en el espectro de IR (Grafica 17) muestra la presencia de
carbonilo a 1745 cm™. El espectro de *CRMN (CDCl, 8) mostré: 170.63 (OAc), 170.19
(OAc), 170.06 (OAc), 170.04 (OAc), 168.83 (OAc), 169.77 (OAc), 169.50 (OAc), 169.45
(OAc), 104.04 (C-2), 89.95 (C-17), 79.10 (C-6), 75.38 (C-57), 74.98 (C-47), 70.10 (C-2"),
69.66 (C-37), 68.52 (C-4), 68.20 (C-6"), 63.72 (CH,0Ac), 62.89 (CH,0Ac), 61.77 (C-5) y
20.74 (CH,). El espectro de I3CNMR el compuesto acetilado (Grafica 18) indica claramente
la presencia de ocho grupos funcionales OH, lo cual sugiere un octacetato. Los
desplazamientos quimicos de las sefiales de 13C obtenidas de la parte del azicar del saliriol se
compararon con las sefiales del espectro reportado para el pentacetato de la -D- manopiranosa
[6 91.31(C-1), 70.0 (C-2), 69.5 (C-3), 67.70 (C-4), 69.50 (C.5), 61.10 (C-6)], (250)
teniendo la misma configuracién en C-2°, C-37, C-4", y C-57(245). Los datos espectrales
. obtenidos para el anillo 1,3 dioxolano fueron §: 104.04 (C-2), 68.52 (C-4) y & 61.77 (C-5)
62.72 (CH2OAc ), 63.72 (CHpOAc), 6 79.10 (C-6).
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Los datos espectrales obtenidos para el octaacetato del saliriol en IHRMN (CDCl,8): 1.99,

2.02, 2.07, 2.08, 2.09, 2.15, 2.31 y 2.33 (OAc, s), 4.09-4.34 (H-4, H-5 m), 4.17 (CH,0OAc,
s), 4.27 (CH,0Ac, s), 4.22 (H-6, t, ] = 4.5 Hz), 5.68 (H-1", d, J=3.7 Hz), 4.86 (H-2" d, d,
J =1.4,3.7Hz),5.1 (H-6",t,J 1.4 = Hz), 5.32-5.45 (H-3" ,H-4"y H-5", m), (Grafica 19).

Para confirmar la estructura sugerida para el saliriol se determiné a partir del compuesto
acetilado los espectros de COSY H,H y H,C (Graficas 20, 21). La inspeccion del espectro
COSY revela importantes interacciones vecinales , mostrando que el acoplamiento de los
protones en el anillo de la manosa es consistente con una conformacién de silla con el lado de
la cadena ecuatorial a C-5°. La constante de acoplamiento asociada con el H-6 (J=4.5) es
significativamente diferente de la constante de acoplamiento para el H-6" (J= 1.4), esto
sugiere que predomina la orientacion trans alrededor de los enlaces de los C-6" y C-6 ( 236).
Esta orientacién alrededor de los enlaces de los C-5°-C-6" minimizan las interacciones

estericas alrededor del substituyente en el C-6".

Los espectros de: IR, I3CNMR: IHRMN y espectrometria de masas del saliriol se
presentan en el anexo II. Estos resultados nos conducen a proponer la estructura del saliriol

como: 6°-(2-2 dihidroximetil-4-hidroximetilen-1,3-dioxolano)-B- D- manopiranosa (Figura 25).
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El compuesto aislado de la S. arenarius presenta una importante disminucion del nivel de
glucosa sanguinea en ratones hiperglucémicos . A dosis de 50 mg/kg de saliriol el maximo
efecto hipoglucémico se observa a las 6 h con 39.8% de disminucién de glucosa sanguinea,
comparado con la tolbutamida (50 mg/kg), cuyo efecto fue de -58.1%, al mismo tiempo. En
ambos casos el nivel de glucosa sanguinea las 24 h presenta una disminucion de -6.88 % y -

8.24 % respectivamente.

El efecto hipoglucémico de diferentes dosis de saliriol (25, 50 y 100 mg/kg) y
tolbutamida (50 mg/kg) en los niveles de glucosa sanguinea en ratones diabéticos se presenta
en la Figura 28 (Tabla 12) . Cuando el compuesto aislado se administr6é a diferentes dosis se
encontré una respuesta dosis-dependiente. La maxima actividad hipoglucemiante de 'este
compuesto (61%) se observo entre las 4.5 y 6 h después de la administracion del saliriol a dosis
de 100 mg/kg. Los niveles de glucosa persisten por un periodo mayor de 24 h con 10.3% de
disminucién de glucosa sanguinea. El efecto minimo se observé a las 1.5 h (20.2% reduccién)
seguido de la administracion del compuesto. Al comparar los resultados con los obtenidos con
la tolbutamida a la misma concentracion (50 mg/kg) se encontrd que ésta produce el 36.1% de
disminucién de glucosa sanguinea a la 6 h después de la administracién, en cambio el saliriol

(50 mg/kg) produce una disminucion en los niveles de glucosa de 39.8% en el mismo tiempo.

Los resultados de la actividad hipoglucemiante del saliriol en ratones normoglucémicos
a dosis de 50 y 100 mg/kg se presentan en la Figura 29 (Tabla 13). Esta substancia produce
una disminucidn en el nivel de glucosa sanguinea de 55.4 % a las 3 h después de la
administraciéon de una dosis de 100 mg/kg. El nivel de glucosa sanguinea fue de 18.1%
(reduccidn) a las 24 hrs lo que indica que el efecto hipoglucémico de este compuesto es de

duracion similar al de la tolbutamida.

El efecto del saliriol en la prueba de tolefancia a la glucosa (Figura 30, Tabla 13)
mostré que en los animales del grupo control que recibieron solucion salina seguida de una

administracién de glucosa por via oral de 1 g/kg incrementa notablemente la concentracién de
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glucosa sanguinea de 282 a 312 mg/100 ml estos niveles permanecen altos en las siguientes 2
h. El compuesto aislado de la S. arenarius y la tolbutamida disminuyen significativamente
estos niveles elevados de glucosa de 301 y 283 a240 y 196 mg/100 ml, respectivamente,
indicando con ello que disminuye la tolerancia a la glucosa. Los grupos tratados con saliriol
mostraron solamente el 7.5% de reduccién de la concenfracién de glucosa sanguinea después
de 1 h. El efecto mas importante en la tolerancia a la glucosa se present6 a las 4 h (20.2 %
reduccion). La tolerancia a la glucosa en ratas fue significativamente alterada por el saliriol
presentando una marcada capacidad de utilizaciéon de la glucosa externa con un efecto

comparable al de la tolbutamida (225).
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Tabla 12.- Efecto de la administracion del saliriol y de la tolbutamida en ratones con hiperglucemia

inducida con aloxana

Estudio Variacidn de la glucemia mg/100 ml (M+D.E.)

Dosis Glucemia Inicial 1.5h 30h 45h 24 h
(mg/kg) (mg/100 ml)

Control 216 216 £ 1.0 21112 212+1.0 209+1.0
Tolbutamida 50 234 198 + 1.7* 156 £2.3 92+2.7 214 £ 1.9**
Saliriol 25 256 229+ 3.7 188+ 1.9 172 + 3.8* 245+ 3.5
Saliriol 50 265 211 £2.8** 173 £3.9** 162 + 4.0** 246+ 2.3,
Saliriol 100 227 165+33 96 + 3.8* 88126 20314 .2*

Significancia: * p<0.001, ** p<0.01, n=8
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Tabla 13.- Efecto de la administracion del saliriol en niveles de glucosa sanguinea en ratones normales.

Variacién de la glucemia mg/100 ml (M+D.E.)

Estudio
Dosis Glucemia Inicial 15h 30h 45h 24 h
(mg/kg) (mg/100 mi)
Control 107 103+ 3.1 103+£19 103+ 3.7 103+2.98
Saliriol 50 102 92+49 80 +5.3* 73 +6.4 98 +3.67**
Saliriol 100 98 82 + 4.6** 54+ 52% 46+29 89 + 2.56*

Significancia:

*p<0.01, ** p<0.05, n=8.
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Tabla 14.- Efecto de la administracion del saliriol en la tolerancia a la glucosa en ratas diabéticas inducida

con aloxana.
Variacion de la glucemia mg/100 ml (M+D.E.)

Estudio

: Glucemia Inicial 1h 2h 4h
Dosis (mg/kg) (mg/100 ml)
Salina (-) 279 278+ 30.8 274+ 304 270+ 17.5
Salina (-) + glucosa 282 308+ 17.2 315+ 142 312+ 14.2
Saliriol (50)+ glucosa 301 279+ 17.2%* 258+ 15.2* 240+ 17.8*
Tolbutamida (50) + 283 250+ 25.7** 210+ 23 1** 196+255 *
glucosa

Significancia *p<0.01, **p<0.001, n=10
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El efecto hipoglucémico de la agaristina aislada de las hojas de Agarista mexicana en ratones
diabéticos se presentan en la Figura 31 (Tabla 15). La administracién de 50 mg/kg de este
compuesto redujo la glucemia en 38.3% a las 3h y 52 % a las 4.5 h. En el estudio con la
tolbutamida se observd que después de 3 h de la administracién hay una disminucion de los
niveles de glucosa de 35.1% para la dosis de 50 mg/kg, y de 61.3.3% a las 4.5 h. El efecto
hipoglucémico de ambos compuestos persistié por un periodo superior a as 24 h (- 9.25%
para la agaristina y -8.42% para la tolbutamida). Los extractos hexdnico y cloroférmico de

Agarista mexicana no presentaron actividad hipoglucémica.

Los resultados de la actividad hipoglucemiante de la agaristina en ratones
normoglucémicos se presentan en la Figura 32 (Tabla 16). Con la administracion de 50 mg/kg
de agaristina la maxima actividad hipoglucemiante (38.4% de reduccidn) se observd después
de 4.5 h de la administracién. La minima actividad antidiabética (9.6% de reduccidn) se

presentd a las 1.5 h. y el efecto persistié por un periodo mayor a las 24 h.

Los resultados del efecto de agaristina sobre la tolerancia a la glucosa se presentan en la
Figura 33 (Tabla 17). El compuesto aislado de la Agarista mexicana y la tolbutamida
disminuyen significativamente los niveles elevados de glucosa sanguinea de 244, 251 mg/100
ml, a 164 y 172 respectivamente, indicando con ello que cambian el patrén de tolerancia de la
glucosa. Los grupos tratados con agaristina redujeron la glucemia en 12.7% después de 1 h.
El efecto mds importante en la tolerancia a la glucosa se presentd a las 4 h (27.8 % reduccion).
La tolerancia a la glucosa en ratas fue significativamente alterada por el agaristina presentando

una marcada capacidad de utilizacién de la glucosa externa con un efecto comparable al de la

tolbutamida.
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Las figuras 34, 35 y 36 muestran la potencia relativa de la coyolosa, el saliriol y agarastina
respectivamente. La dosis efectiva 50 fue de 1.65 para la coyolosa, 1.87 para el saliriol y 1.70
para la agaristina. Como en el caso de la tolbutamida los tres compuestos hipoglucemiante
presentan una relacion dosis-efecto y de acuerdo a la posicién de la curva la coyolosa, el
saliriol y agarastina tienen potencia relativa de 0.85, 0.82 y 0.75 veces la de la tolbutamida,

valores muy proximos a la de esta dltima.

El paralelismo de las curvas obtenidas de los tres principios activos y de la tolbutamida
indican que posiblemente ejercen su efecto farmacoldgico a través del mismo mecanismo de
accién. Es probable que la diferencia de potencia entre estos farmacos se deba a distintas
afinidades por el mismo grupo de receptores o a una diferencia en la proporcion de la dosis que

llegue al punto o puntos de accion, o bien a una combinacién de ambos factores.
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Tabla 15.- Efecto dela administracion de la agaristina aislada de Agarista mexicana en ratones con

hiperglucemia
Variacion de la glucemia mg/100 ml (M+D.E.)
Estudio

Glucemia Inicial 1.5h 3h 45h 24 h
Dosis (mg/kg) (mg/100 ml)
Control 251 251+ 23 251+1.4 254+ 1.1 260+ 1.8
Tolbutamida 50 233 191 £ 4.2** 151 +3.3* 90 +2.7* 213 £ 1.9%%*
Agaristina 25 212 190+6.3** 164+4 1334£2.5%* 197+ 5.9*
Agaristina 50 276 222+36 17045 1%+ 14344 8* 250+2.7
Agaristina 100 242 190+4.7* 14013.6 15246.6%** 21742.8%*

Significancia:*p<0.001, ** p<0.001, ***p<0.005 n=8
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Tabla 16.- Efecto de la administracion de la agaristina aislada de la Agarista mexicana en ratones

normoglucémicos
Variacién de la glucemia mg/100 ml (M£D.E.)
Estudio
Glucemia inicial 1.5h 3h 4.5h 24 h
Dosis (mg/kg) . |(mg/100 mil)
Control 97 97+5..3 97 +4.4 97 +2.7 98 £3.6
Agaristina 50 101 91+6.8** 73+3.9** 62+5.5 90+4.0*

Significancia: *p <0.001,* *p <0.01, n=38
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Tabla 17.- Efecto de la administracion de la agaristina aislada de Agarista mexicana en la tolerancia a

la glucosa en ratas diabéticas

Estudio Variacion de la glucemia mg/100 ml (M+D.E.)

Dosis  (mg/kg) Glucemia Inicial lh 2h 4h
(mg/100ml)

Salina (-) 171 171116.7 171492 17247.8
Salina (-) + glucosa 236 261+11.2* 264+10.6 28246.4**
Agaristina (50)+ 244 213+7.7 176+5.9* 16418.1
glucosa
Tolbutamida (50) + 251 22144 .8** 185+9.7 172+11.6*

glucosa

Significancia: *p<0.001,**p<0.001, n=10
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Figura 34. Determinacion de la potencia relativa de la Coyolosa.
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Porciento de disminucion de glucosa
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Figura 36. Determinacion de la potencia relativa de la Agaristina.
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Tabla 18.- Efecto de la administracién de tolbutamida en ratones diabéticos

Estudio Variacién de la glucemia mg/100 ml (M£D.E.)
Dosis  (mg/kg) Glucemia Inicial 4h
(mg/100ml)
Control 204 206+ 3.6
Tolbutamida 20 238 12345.1*
Tolbutamida 45 269 107+4.21*
Tolbutamida 90 242 58+2.45%*

Significancia: *p<0.001,**p<0.001, n = 10
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CONCLUSIONES

1.- Las plantas Verbecina persicifolia, Agarista mexicana, Acrocomia mexicana y Salpianthus
arenarius utilizadas en la medicina tradicional y folklérica para el tratamiento de la diabetes

presentaron actividad hipoglucémica en ratones normales y diabéticos.

2.- A partir del extracto metandlico de la raiz de Acrocomia mexicana se aisl0 un nuevo
disacarido al cual se le denominé “coyolosa”con propiedades hipoglucemiantes dosis-
dependiente. El compuesto aislado se identificé como 6-O-B-D-galactopiranosil-6"-O-f-D-

galactosa.

3.- La coyolosa presenté una disminucién significativa en los niveles de glucosa sanguinea en
ratones diabéticos y normoglucémicos. En ratas diabéticas la coyolosa produce un cambio en

el patrén a la tolerancia a la glucosa.

4.- El efecto hipoglucémico de la coyolosa es menor de 24 h en comparacion con la actividad
de la tolbutamida que es de duracién més prolongada. Los resultados de este estudio muestran
que el compuesto aislado de la raiz de la Acrocomia mexicana posee una importante actividad
hipoglucemiante en animales normales e hiperglucémicos. Por lo que podemos decir que el
efecto del compuesto en estudio comienza mads rapidamente el de la tolbutamida pero el tiempo

de duracién de este Gltimo es mas prolongado.

5.- A partir del extracto metandlico de la raiz de Salpianthus arenarius se aislé un compuesto
con actividad hipoglucemiante, al cual se le denomino “saliriol” . El compuesto aislado se

identificé como: 6 -( 2-2 dihidroximetil-4-hidroxi metilen- 1,3-dioxolano)-f- D- manopiranosa.

6.- El saliriol presentd actividad antidiabética en ratones normales y diabéticos mostrando una
fuerte actividad hipoglucemiante dosis-dependiente.En ratas diabéticas el saliriol produce un

aumento a la tolerancia a la glucosa.

7.-. Los resultados de este estudio muestran que el compuesto aislado de la raiz de la planta
Salpianthus arenarius posee una importante actividad hipoglucemiante en animales normales e

hiperglucémicos. El efecto hipoglucémico del saliriol fue comparado con la actividad
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hipoglucemiante de la tolbutamida mostrando que este efecto es de duracién similar al de
ésta.

8.- A partir del extracto cloroférmico de Agarista mexicana se aislo un compuesto con
propiedades hipoglucemiantes al cual se le denomino “agaristina” con propiedades

hipoglucemiantes dosis-dependiente.

9.- La agaristina present6 actividad hipoglucemiante en ratones normales y diabéticos. En

ratas diabéticas la agaristina produce un aumento en la tolerancia a la glucosa.

10.- La actividad hipoglucemiante de la agaristina fue comparada con la actividad

hipoglucemiante de la tolbutamida mostrando que es de duracién similar a ésta.

11.- La coyolosa, el saliriol y agarastina tienen potencia relativa de 0.85, 0.82 y 0.75 veces la
de la tolbutamida, valores muy proximos a la de esta dltima.
12.- Como producto de esta tesis se publicaron los siguientes articulos:

Actividad farmacologica de diferentes extractos de la raiz de Salpianthus arenarius. (1995) S.
Pérez G. M. A, zavala, RM., Pérez G. R., Vargas S., C. Pérez G. Rev. Mexicana de Ciencias
Farmaceqticas. Vol. 26, No 3, pp 22- 24

Effect of Agarista mexicana and Verbecina persicifolia on blood glucose level of normoglycaemic
and alloxan-diabetic mice and rats. R M. Perez G., S. Perez G., M.A. Zavala S., C. Perez G.
(1996) Phytotherapy Research Vol 10, 351-353

Coyolosa a new hypoglycemic from Acrocomia mexicana . S. Perez G., R M. Perez G, C. Perez
G. M.A, Zavala S. R,, Vargas S. (1996). Pharmaceutica Acta Helvetiae 157: 342

REVIEW: Antidiabetic effect of compounds isolated from plants. (1997). R.M. Perez G., S.

Perez G., M.A. Zavala S. Intern. J. Phytotherapy and Phytopharmacology (En prensa).
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Grafica 6.- Espectro de Masas de la coyolosa.
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