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INTRODUCCION

En México las plantas medicinales han sido parte importante de la historia desde
los pueblos indigenas, el uso y aplicacion constituyen un conocimiento que aun
se transmite de generacion en generacion como parte de las tradiciones

heredadas,>?3*

siendo esta una parte importante para el comienzo de los
estudios de la farmacologia. Los remedios empiricos utilizados con el método de
ensayo error son hoy en dia el origen de muchos medicamentos utilizados en la

practica de la medicina ortodoxa.?*

Existen personas que dominan el conocimiento empirico de las plantas
medicinales, otros solo las comercializan desconociendo sus propiedades y
efectos; dos especies de plantas de las misma familia pueden tener una gran
similitud fisionédmica lo cual no significa que se puedan emplear para las mismas
enfermedades o incluso una de ellas puede ser toxica; ademas los nombres
comunes asignados para una misma planta pueden variar segun la region,
ocasionando la ingesta de plantas completamente distintas en sus componentes
bajo el mismo nombre comun con que se le denomina en otro lugar y un factor
mas depende del consumidor, al mezclar la medicina alépata con los remedios
herbolarios, costumbre que se generaliza mas dia con dia.! Por todas estas
razones, diariamente se presentan en los hospitales casos de intoxicacion
atribuidas al mal uso de las plantas medicinales, fundamentalmente debidos a la
auto prescripcion, desconocimiento de las especies, abuso de la dosis, falta de
conocimiento de la preparacién y/o empleo.? El uso indiscriminado se debe a la

creencia que lo natural es sinénimo de inocuo.**

A pesar que en México contamos con la Ley General de Salud, en donde
estipula que todos los remedios herbolarios se clasifican como medicamentos y
nos dice que su eficacia terapéutica y seguridad debe ser comprobada

cientificamente, seguimos consumiendo medicamentos herbolarios a los que no



se les han realizado las pruebas suficientes para comprobar su utilidad, ni los

efectos secundarios.®

La presente tesis se enfoca al estudio del extracto etandlico de la hierba del sapo
(Eryngium heterophyllum), una de las plantas medicinales conocida por la
cantidad de usos medicinales atribuidos, una de ellos contra la Diabetes Mellitus
(DM) enfermedad que tiene uno de los primeros lugares de mortalidad y
morbilidad en nuestro pais. O conocida por la actividad antiinflamatoria, la
inflamacion es un mecanismo que de no ser activado por el organismo contra

infecciones, agentes externos, entre otros, podrian causar hasta la muerte.

El trabajo experimental que se llevo a cabo en la Facultad de Estudios
Superiores Zaragoza se delimita a la comprobacion de la actividad
hipoglucemiante (disminucion de los niveles de glucosa en la sangre) y el efecto
antiinflamatorio, ambos mediante un modelo en ratones que permite observar la

actividad farmacoldgica.



l. MARCO TEORICO

1.1 PLANTAS MEDICINALES

Una planta medicinal es cualquier especie vegetal que contenga en uno de sus
organos, o en toda la planta, los principios activos con actividad farmacoldgica
gue se puedan utilizar con fines terapéuticos 0 que se pueda emplear como

prototipo para obtener nuevos farmacos por hemisintesis.’

A pesar de ser la medicina natural una alternativa para la cura de diferentes
enfermedades, aun no tiene suficiente auge para su consumo como la medicina
alopata, debido a multiples factores, uno de los mas importantes es la falta de la
investigacion fitoquimica y farmacologica de las plantas tradicionalmente usadas,
por esta razén, es necesario que los consumidores dispongan de informacion

que les permitan llevar tratamientos adecuados, seguros y eficaces.”

Por ejemplo; un estudio realizado por la Asociacion Americana de Diabetes por
sus siglas en inglés ADA en los Estados Unidos de América (EUA), con respecto
al consumo de medicinas alternativas en pacientes diabéticos, observan que el
control glucémico y la eficacia son controversiales debido a la falta de efectos
adversos bien documentados o a causa de que los pacientes con diabetes con

frecuencia toman prescripciones medicas maltiples.®

En México se encuentra una cantidad abundante de medicamentos herbolarios
de los cuales no se tiene la certeza de su especie, mucho menos de la accion

terapéutica, los efectos secundarios o su toxicidad.

México y E.U no son los Unicos paises que tienen este problema, la atencion
primaria de salud de hasta un 80 % de la poblacion de los paises en desarrollo
se basa en la medicina tradicional por costumbre, cultural o porque no existen
otras opciones. En los paises desarrollados, muchas personas recurren a

diversos tipos de remedios naturales porque consideran que por ser de origen



“natural” no representan dafos a la salud. A medida que aumenta el uso de las
medicinas tradicionales o alternativas, también aumenta el nimero de informes
sobre reacciones adversas,’ aunque es dificil determinar si ésta es causada por
una planta o su extracto o bien una mezcla de plantas o sus extractos, el efecto
de medicinas combinadas o0 sus extractos es diferente de los compuestos
purificados, por lo tanto, es dificil asignar un efecto terapéutico, si no se cuenta
con un estudio quimico y farmacoldgico de la planta.’

Por lo anterior es importante realizar estudios fitoquimicos y farmacoldgicos a las

plantas medicinales.

Los productos naturales pueden contribuir a la busqueda de nuevos

medicamentos de tres modos diferentes:

o Como nuevos medicamentos que pueden ser empleadas sin modificarse.

o Proporcionando componentes basicos quimicos para sintetizar moléculas
mas complejas.

o Como nuevos modos de accion farmacologica que permiten la sintesis

completa de anélogos nuevos.*

1.1.1. Principios activos de las plantas medicinales

Un principio activo es una sustancia quimica pura (aislada de la planta medicinal)
responsable de la actividad farmacoldgica y del uso terapéutico que se le

atribuye a la planta.”**

Los principios activos, generalmente son producto del metabolismo secundario
de la planta, algunos actian como antibidticos, antisépticos, sedantes,
analgésicos, otros operan como estimulantes sobre el sistema nervioso, tienen

actividad neuromuscular o muscular, entre otros efectos.



La deteccion e identificacibn de los principios activos es importante por las

siguientes razones:

o Permite corroborar o rechazar las propiedades atribuidas a las plantas.

o Detectar posibles nuevas aplicaciones. La accién fisiolégica de cada
sustancia depende de su estructura quimica de tal manera que las de
estructura similar pueden actuar también de forma similar sobre el
organismo.

o Permite una eleccion mas racional de las especies a estudiar y facilita el

descubrimiento de nuevos productos medicinales. **

1.1.2 Metabolitos secundarios

Compuestos quimicos sintetizados por algunas plantas que no parecen tener
una funcion directa en procesos basicos de la planta (fotosintéticos, respiratorios,
asimilacion de nutrientes, transporte de solutos o sintesis de proteinas, entre

otros).

Los metabolitos secundarios presentan una distribucion restringida en el reino
vegetal, no todos los metabolitos secundarios se encuentran en todos los grupos
de plantas. Se sintetizan en pequefas cantidades y no de forma generalizada,
estando a menudo su produccion restringida a un determinado género de

plantas, a una familia, o incluso a algunas especies.

Algunos productos del metabolismo secundario tienen funciones ecolégicas
especificas como atrayentes o repelentes de animales. Muchos son pigmentos
gue proporcionan color a flores y frutos, jugando un papel esencial en la
reproduccién atrayendo a insectos polinizadores, o atrayendo a animales que
van a utilizar los frutos como fuente de alimento, contribuyendo de esta forma a

la dispersion de semillas.



Otros compuestos tienen funcion protectora frente a predadores, actuando como
repelentes, proporcionando a la planta sabores amargos, haciéndolas indigestas
0 venenosas. También intervienen en los mecanismos de defensa de las plantas

frente a diferentes patdégenos, actuando como pesticidas.®>*#31°

1.1.3 Factores que afectan los metabolitos secundarios de una planta
medicinal

El desarrollo de la planta y la cantidad de metabolitos secundarios son
determinados por factores ambientales. Los factores se pueden dividir en dos

grandes grupos: Fisicoquimicos o abioticos y biologicos.

1.1.3.1 Factores fisicoquimicos o abiéticos.

Los factores fisicoquimicos que afectan una planta medicinal son: El clima,
determinado principalmente por la precipitacion (lluvia, granizo, nieve y niebla); la
temperatura; la luz; el viento; la atmoésfera; el suelo (incluyendo el sustrato
geoldgico); la topografia; latitud; longitud y presion atmosférica.

Luz

La cantidad de luz al dia (fotoperiodo), influye de manera favorable en la floracién

y en el caracter anual o bianual de una especie.

El viento

Es importante para la polinizacion y ademas este factor modifica la temperatura y

la humedad ambiental.



La atmdsfera y presidon atmosférica

Los gases que se encuentran en la atmdsfera tienen influencia sobre los seres
vivos, citados por el porcentaje del oxigeno (elemento que junto con el carbono y
el hidrogeno entran en composicion de los azucares y los lipidos), nitrégeno
(entra en la composicion de todos los aminoacidos y por lo tanto las proteinas
celulares), biéxido de carbono (representa la fuente principal de carbono), el
vapor de agua que se encuentra en cantidades variables segun las condiciones

metereoldgicas y la localidad.

Altitud

La temperatura promedio baja de cinco a seis grados centigrados por cada mil

metros que se asciende.

Latitud y longitud

Influye en la asimilacion de la luz.

1.1.3.2 Factores bioldgicos

Son los animales que las depredan, las bacterias y los hongos son los principales
desintegradores, saprofitos, se alimentan del material organico y lo convierten en

humus el cual es absorbido por las raices.

1.1.3.3 Fenologia

Otro factor que afecta a las plantas medicinales es su fenologia o la forma
empirica en las que las personas las obtienen, esta implica costumbres que en
ocasiones dependen de mitos y leyendas, que forma parte de la cultura
etnomédica, algunos mitos son propagados por los curanderos para evitar la

competencia, para conservar sus secretos de los conocimientos que han



obtenido de las plantas medicinales de acuerdo con la época del afio u hora de
recoleccion. Estudios cientificos relativos a la fisiologia vegetal han revelado
gue la composicion de una planta cambia a lo largo del dia, depende también si

el dia es soleado o nublado, entre otros.

La interaccion de los factores ecolégicos, fisicos, quimicos y biolégicos en donde
se desarrolla una planta medicinal y su fenologia van a influir sobre la produccién

cuali-cuantitativa de los metabolitos secundarios,>**

en algunos casos las plantas
sélo elaboran determinadas sustancias, como respuesta a uno o mas factores
estresantes del medio, los que son: pH y/o salinidad del suelo, la desecacion, la
presencia y ataque de insectos o un agente patdgeno, el crecimiento o cercania

de otra especie, su fenologia, entre otros.>
1.2. ESTUDIO DE LAS PLANTAS MEDICINALES

El estudio de las sustancias de origen natural que poseen una virtud medicinal se
conoce como farmacognosia y el efecto que ocasionan esas sustancias en el
organismo se estudian en farmacologia. La fitoquimica permite detectar y
posteriormente identificar los principios activos responsables de las propiedades

atribuidas a las plantas.*

1.2.1 Farmacognosia

Es la rama de las ciencias farmacéuticas que estudia las materias primas y las
sustancias de origen biolégico (vegetal, animal o microbiolégico) con fines
terapéuticos.’®!” Estudia tanto sustancias con propiedades terapéuticas como

sustancias téxicas, excipientes u otras sustancias de interés farmacéutico.*®



1.2.2 Fitoquimica

La fitoquimica es una rama de la quimica organica que comprende el
aislamiento, separacion, identificacion y determinacibn de metabolitos

secundarios.®

La fitoquimica tratara el tema de la biosintesis de los metabolitos secundarios en
las plantas, por ejemplo: alcaloides, taninos, ceras, aceites, terpenos, entre

otros.t

Los avances en comprension de fitoquimica estan relacionados directamente con
la explotacion acertada de técnicas conocidas y el desarrollo continuo de nuevas
técnicas.'® La investigacion fitoquimica de una planta puede implicar lo siguiente:
identificacion y extraccion del material vegetal; separacion y aislamiento de los
componentes de caracterizacion de interés de los compuestos aislados y
evaluaciones cuantitativas. Paralela a esto, tal vez, la evaluacion farmacoldgica

de los componentes separados.***°

1.2.3 Bioensayos

Un bioensayo permite determinar la actividad farmacolégica de una planta,
cuando no se encuentra la actividad farmacologica esperada, se puede seguir
investigando la planta empleando diferentes bioensayos para comprobar

diferentes actividades.®

La cromatografia de alta resolucion (CLAR) y la cromatografia en capa fina
(CCF) son métodos para comprobar la pureza de muestras quimicas,
especialmente cuando se tiene alguna idea de lo que podria estar en la muestra.
Sin embargo, si se investigara la actividad farmacoldgica de la planta por primera
vez, los métodos antes mencionados no son Utiles porque estas técnicas no
miden la actividad biolégica de compuestos, con las técnicas mencionadas se

puede realizar la separacién y purificacion de compuestos para su posterior



identificacion, pero es un proceso innecesario si no se tiene certeza que el
extracto de una planta cuenta con actividad farmacoldgica, por esta razon, se
tiene que usar un bioensayo, que es un término general para los métodos que

miden la respuesta biol6gica.?*?

1.3 MODELOS DE INVESTIGACION EN ANIMALES

1.3.1 Modelo animal

Un modelo animal puede definirse como el uso de un animal de experimentacion
que reproduce una enfermedad (o procesos de una enfermedad) de manera
parecida al humano para permitir su conocimiento o abordaje mediante

diferentes técnicas terapéuticas.?

1.3.2 Animal de laboratorio

El animal de laboratorio es “cualquier especie animal que se mantiene bajo

condiciones determinadas y se utiliza con fines cientificos”.

El reactivo biolégico es un animal estandarizado, lo que significa que tiene una
composicion genético-sanitaria definida, es criado y mantenido en ambientes
controlados que cumplen con los requerimientos especificos para cada especie,
los cuales garantizan, ademas el bienestar animal. El estado sanitario de los
animales de laboratorio estd determinado ademas de la biologia del animal, el
perfil genético, por las condiciones ambientales del habitat, manejo y

alimento.?*%

Con el fin de proveer animales sanitariamente definidos, se han desarrollado
animales libres de gérmenes; con flora bacteriana o virica conocida y libres de
gérmenes patdgenos especificos. Las lineas consanguineas (cepas endocriadas)

son los animales genéticamente estandarizados, que son el resultado de 20 o

10



mas generaciones consecutivas de acoplamiento; estos animales se caracterizan
por tener genes iguales, perfil genético propio, uniformes fenotipicamente,
sensibles a cambios del ambiente y son de distribucion mundial. La
homogeneidad genética de estos animales permite que la composicién genética
no tenga que ser considerada como una variable en las investigaciones; por lo
gue la variabilidad de los resultados de las investigaciones se pueden deber a

factores ambientales o metodolégicos.?

1.3.3 Disefio del modelo animal

Dentro de los modelos de experimentacion sin duda, el ratdn es el mas conocido
y utilizado en la mayor parte de las experiencias in vivo de biologia y medicina,
es en general el modelo elegido para conocer la reaccidbn de un organismo
mamifero frente a una intoxicacion o una infeccidon experimental. Muchos
investigadores consideran al ratobn como un modelo animal casi perfecto por su

corto tiempo de gestacion y facil manejo.

El disefio del experimento es solo una parte del desarrollo de la investigacion, su
éxito depende de las condiciones de vida del animal y de la calidad de los

recursos humanos (especializacion y acreditacion).

Para el disefio del experimento se determinar las siguientes especificaciones:

o Seleccionar el modelo animal adecuado, el cual depende de la especie,
cepay de la calidad del animal.

o Justificar el niumero de animales seleccionados, no debera superar el
minimo necesario para asegurar la confiabilidad de los resultados.

o La seleccién del indculo: dosis, via y frecuencia.®

11



Ademés la FDA considera los siguientes puntos para un modelo animal:

o Los animales son sistemas bioldgicos complejos que tendran variacion

animal individual

o Los estudios deben ser reproducibles.
o Utilizar instrumentos y procedimientos estandarizados.
o Las técnicas o métodos debe ser lo suficientemente sensible como para

hacer comparaciones en los estudios y entre las especies.

o Resultados comparables si el estudio se vuelve a llevar a cabo. **

1.3.4 Especies de animales mas utilizadas

El cuadro 1 contiene

las especies de animales mas utilizadas y las

caracteristicas de cada especie que determinan el uso de estudios especificos.®

Cuadro 1. ESPECIES DE ANIMALES MAS UTILIZADAS

Longevidad de 2 a 3 afios

. Nombre L
Especie , Caracteristicas generales Uso
Comun
Canis familiaris Perro Se utiliza la raza Beagle Toxicologia, Cirugia, Medicina
Felis Cattus Gato Se usan cruzas entre Abisinio Neurologia, Gastroenterologia
y Europeo Sistema respiratorio y otorrinologia
Oncologia, Virologia, Parasitologia
Mus musculus Raton Muy susceptibles a desarrollar Toxicologia, Inmunologia, Oncologia
tumores. Escasa longevidad Medicina, Geriatria
Los albinos son menos
nerviosos que los coloreados
Rattus norvegicus Rata El mas usado en microcirugia Toxicologia, Farmacologia, Medicina

Microcirugia, Geriatria

12




ESPECIES DE ANIMALES MAS UTILIZADAS

Alta susceptibilidad a
patologias

Favorable anatomia del oido
medio

. Nombre L
Especie , Caracteristicas generales Uso
Comun
Cavia porcellus Cobayo Facil sensibilizacion Inmunologia, Medicina, Nutricion

Investigacion auditiva

Cricetulus griseus

Hamster chino

Crecimiento continuo

Estudio de la carie dentales

sensibilidad a anestésicos y
tendencia a la obesidad

y Mesocricetus dorado Elevada incidencia de Nutricién, Medicina, Citogénesis
auratus diabetes Teratologia y genética
Citologia e histologia

Meriones Jerbo Crisis epileptiformes con Nutricién, epilepsia, Medicina
unguiculatus rapida recuperacion sin Estudios de arterioesclerosis y

secuelas

Hospedador de diversos

microorganismos y parasitos
Oryctolagus Conejo sistema nervioso inestable, Inmunologia, Toxicologia,
cuniculus fragilidad vascular y 6sea Reproduccién, Farmacologia

El uso de la experimentacién animal puede explicarse por las siguientes razones:

o No se puede aplicar
descubrimientos cientificos sin una previa comprobacion en un ser vivo.

o Se necesita saber la cantidad y calidad de los nuevos descubrimientos, y

directamente en el

ser

humano muchos

comprobarlo en un nimero adecuado de elementos vivos mas o menos

comparables con el ser humano, para conseguir una validez estadistica.

o La experimentacion humana en las primeras fases de una nueva

investigacion puede ser censurable.?

1.4 TRATAMIENTO DE LAS PLANTAS PARA SU ESTUDIO

Para el estudio de las plantas medicinales se debe recolectar la planta, secar,

moler y extraer en un disolvente conveniente para obtener un extracto, que

entonces es probado en un bioensayo para evaluar la actividad biologica.™

13




1.4.1 Extracto

Es el concentrado de los compuestos presentes de las plantas medicinales
obtenidas por maceracién o percolacion y su posterior concentracion de la
solucién por evaporacion parcial o total del disolvente, estos pueden ser liquidos,

polvos o mezclas viscosas de compuestos quimicos. %242’

1.4.2 Extraccion

Cualquier ejemplar de una planta colectada al azar puede ser investigado usando
los métodos fitoquimicos disponibles. El material de la planta a ser investigado
puede ser seleccionado sobre la base de algunos usos especificos tradicionales
(ethnomédicos); o bien, la planta puede ser seleccionada basada en datos
guimicotaxondmicos, esto quiere decir, que si se conoce la especie/género
relacionada con la planta en la investigacion por contener compuestos
especificos, entonces puede esperarse que la planta contenga compuestos
similares. El empleo de base de datos de la literatura en el proceso de seleccion
puede proporcionar alguna informacion preliminar sobre el tipo de productos
naturales ya aislados de la planta y los métodos de extraccion empleados para

su aislamiento.?®
1.4.3 Métodos de extraccion
Una vez definido los componentes a extraer se elige el método de extraccion. La

eleccion del método va a depender de la naturaleza del material, de la fuente y

los compuestos para ser aislados, estos pueden ser:

o Un compuesto de actividad desconocida.
o Un compuesto que se sabe esta presente en la planta
o Un grupo de compuestos dentro de la planta que estructuralmente estan

relacionados.

o Todos los metabolitos secundarios producidos por la planta.®
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Los métodos de extraccion son mostrados en el cuadro 2 a continuacion.

Cuadro 2. METODOS EXTRACTIVOS

METODOS EXTRACTIVOS

Extraccion con

Extraccion mecanica Destilacion Extraccion con gases ;
disolventes

*Porexpresion

*Con calor

*Con incisiones Discontinua Continua
*Maceracién
*Digestion *Percolacion
*Infusion *Soxhlet
*Decoccion

Kuklinski C. Farmacognosia. Estudio de las drogas y Sustancias Medicamentosas de Origen Natural.™®

a. Extraccion mecanica. Es una técnica que permite obtener los principios
activos disueltos en los fluidos propios de la planta.

b. Destilacion. Es una técnica que se basa en la diferente volatilidad (punto de
ebullicién) de los componentes de la planta, lo cual permite la separacion de
componentes volatiles de otros que son menos 0 nada volatiles. Es un
método en el que se utiliza una fuente de calor, por lo que sélo es aplicable a
principios activos termoestables.

c. Extraccibn con gases en condiciones supercriticas. Se trabaja con
dispositivos especiales donde es posible controlar la presion y la temperatura
y se trabaja a presion (p) y temperaturas (t) superiores a la p y t criticas. Los
gases mas utilizados son el diéxido de carbono y el butano. La extracciéon
con gases suele ser muy selectiva y posteriormente es relativamente sencillo
eliminar el gas extractor, pero resulta muy cara y es dificil encontrar las

condiciones Optimas de presion y temperatura.
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d. Extraccion con disolventes. Consiste en colocar en contacto la planta con un
disolvente que solubiliza los principios activos. Estos deben pasar de la
planta al disolvente de manera que se obtenga un extracto liquido,
posteriormente dicho extracto se puede concentrar eliminando la mayor

cantidad de disolvente. ****%

En la investigacion cientifica de plantas medicinales, cuando se busca el principio
activo, por lo general se utilizan disolventes de diferentes polaridades para
extraer los componentes de la planta, con los extractos resultantes debe
probarse la actividad medicinal de la planta.?

También se deben conocer las ventajas y desventajas de los métodos de
extraccion para evitar la pérdida de compuestos activos. Por ejemplo, al utilizar la
calefaccion fuerte con un disolvente, puede causar la degradacion de productos

naturales por lo consiguiente la pérdida de actividad biol6gica.?®

Numerosos métodos de extraccion estan disponibles, la extraccion mas simple
es en frio en el cual la planta ya seca se extrae a temperatura ambiente
utilizando disolventes con diferentes polaridades, comenzando con los de menor
polaridad y finalizando con los de mayor polaridad, p. ej: primero hexano (o el
éter de petrdleo), después el cloroformo (o diclorometano), el acetato de etilo, la
acetona, el etanol y finalmente agua. La ventaja principal de este método
consiste en que es un método que no utiliza calor por lo tanto hay pocas
posibilidades de degradacién de los componentes del extracto. El empleo de los
disolventes secuenciales de polaridad creciente permite la division de productos
naturales segun su solubilidad (y la polaridad) en los disolventes de extraccion,

(ver cuadro 3).1014:26:29
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Cuadro 3. POLARIDAD DE LOS DISOLVENTES

DISOLVENTE INDICE DE POLARIDAD

n-hexano 0
Diclorometano 3.1
n-butanol 3.9
Iso-propanol 3.9
n-propanol 4
Cloroformo 4.1
Acetato de etilo 4.4
Acetona 51
Metanol 5.1
Etanol 52
Agua 9

Extraccion polar: agua, etanol, metanol
Extraccion de polaridad media: acetato de
etilo, diclorometano

Extraccion polaridad baja: n-hexano, éter de
petréleo, cloroformo

Gray.l. A. Natural Products Isolation*®

Los disolventes de polaridad media son usados para extraer los compuestos de
polaridad intermedia (ej., algunos alcaloides), mientras aumenta la polaridad,

compuestos mas polares son extraidos (p.ej. flavonoides glicosidos, taninos).'***

1.5 ESTUDIO FARMACOLOGICO DE LOS COMPONENTES DE LAS
PLANTAS

El estudio farmacolégico de los componentes de las plantas tiene como finalidad:

o Establecer las acciones farmacoldgicas, es decir, determinar la actividad
de dichos componentes sobre los organismos vivos, pretende determinar
tanto la actividad farmacoldgica como los efectos secundarios.

o Determinar la estructura de las sustancias que son las responsables de
dichas acciones farmacoldgicas, en otras palabras, establecer qué

componentes de las plantas constituyen los principios activos.
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o Realizar estudios de toxicidad para evaluar los posibles efectos toxicos de
las componentes de las plantas que se estan estudiando

o Establecer el margen terapéutico, es decir, determinar la diferencia entre
la dosis terapéutica y dosis toxica. Generalmente, la manifestacion de
efectos terapéuticos o toxicos depende de la dosis en ocasiones, la
diferencia entre dosis terapéutica (dosis a la que se desarrolla una accién
eficaz) y dosis toxica (dosis a la que aparecen manifestaciones nocivas)

es muy pequefia.®

Indudablemente, aln existen muchas especies de plantas que contienen
sustancias de valor medicinal que no han sido descubiertas; cada vez aumenta el
namero de plantas que estan siendo protegidas por su posible valor
farmacolégico (en particular su actividad antiinflamatoria, hipotensiva,
hipoglucémica, amoebicida, antifertilidad, citotoxica, antibiético y propiedades

anti-parkinson).**
1.6 HIERBA DEL SAPO (Eryngium heterophyllum)

El género Eryngium habita principalmente en los bosques de pino-encino en las
partes altas del pais; existen algunas especies que prosperan en lugares
perturbados. Se encuentra frecuentemente en sitios abiertos de las orillas de
parcelas, en los alrededores de casas, en superficies degradadas y también en

zonas de cultivo.*°
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1.6.1 Clasificacién Taxonémica

Reino: Plantae

Subreino: Traqueobionta
Superdivisién: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae

Orden: Apiales

Familia: Apiaceae

Género: Eryngium

Especie: heterophyllum**

1.6.2 Descripcién

Hierba de 40 cm a 1 m de altura. Las hojas son asperas, rigidas, espinosas y con
los bordes y nervios de color blanco. Las flores son unas esferillas verdes ** (ver

figura 1).

Figura 1. HIERBA DEL SAPO (Eryngium heterophyllum)

19



1.6.3 Distribucion en México

En México se distribuye altitudinalmente hasta los 3950 msnm (metros sobre el
nivel del mar), se reporta en los estados de Aguascalientes, Chiapas, Chihuahua,
Distrito Federal, Durango, Hidalgo, Estado de México, Michoacan, Morelos,

Querétaro, San Luis Potosi, Tabasco, Tlaxcala y Veracruz.®® (ver figura 2).

Figura 2. DISTRIBUCION DE Eryngium heterophyllum (hierba del sapo)
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1.6.4 Usos de la hierba del sapo (Eryngium heterophyllum)

La hierba del sapo (Eryngium heterophyllum), es una planta a la que la
poblacién le atribuye efectos medicinales como alternativa para el tratamiento de
las enfermedades o padecimientos como colesterol, hipertension, embolias,
trombosis, infartos cerebrales, migrafias, varices, diabetes, triglicéridos, &cido
arico, calculos biliares y renales, arteriosclerosis, impotencia, problemas de la
préstata, angina de pecho, asma, cancer, otras enfermedades cronico
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degenerativas, cardiopatias, cdlicos en la mujer, bronquitis, tos, diarrea, dolor de
estdbmago, fiebres, padecimientos de vejiga, afecciones del higado,
padecimientos pulmonares, tos ferina, colelitiasis y bronconeumonia.3?3+3

El Dr. Erick Estrada Lugo de la Universidad Autbnoma de Chapingo menciona
haber estudiado la hierba del sapo durante 22 afios en pruebas en pacientes
voluntarios con los que ha observado su accion preventiva y curativa en diversas

enfermedades. >’

Aunque por otra parte menciona no se han realizado estudios hospitalarios, ni
comparativos, como doble ciego, por lo que el interés del Dr. Estrada es validar
sus resultados con los estandares cientificos establecidos que permitan la

sistematizacion de la dosis.>"®

La Dra. Martinez del equipo médico del Instituto de Medicina Alternativa advierte
gue la hierba del sapo no puede ser usada por todas las personas con colesterol
alto ni ingerida en la misma dosis pues su uso prolongado afecta los rifiones y el
higado.*®

1.6.5 Estudios experimentales de la hierba del sapo

En el 2006, en la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Autonoma de
Nuevo Ledn, La Dra. Miranda y colaboradores; realizaron el estudio que lleva por
titulo: Evaluacién de actividad hipocolesterolémica y toxicidad de extractos de
hierba del sapo (Eryngium heterophyllum); con el objetivo de determinar la
actividad hipocolesterolémica de extractos metandlico, etandlico y acuoso de
Eryngium heterophyllum sus resultados mostraron una respuesta
hipocolesterolémica Gnicamente en el extracto acuoso a una dosis* de 100

mg/kg en un 9 %.

En 1990 el Dr. Navarrete realiz6 un estudio del extracto acuoso y metandlico de

Eryngium heterophyllum, debido al efecto colesterolémico atribuido
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popularmente en México. Los principales compuestos aislados responsables de
la actividad fueron manitol, glucosa y B-sitosterol. Los resultados mostraron
efectos hipocolesterolémicos significativos en ratas, reduciéndoles el nivel de
colesterol en un 20 % o 27 % segun fueran tratadas con extractos acuosos o
metandlicos respectivamente. El experimento se repitid6 con mujeres de edades
comprendidas entre 30 y 35 afios, pero a diferencia de los resultados con las
ratas, los obtenidos sobre humanos no revelaron cambios significativos en los
niveles de colesterol en la sangre, aunque se observaron efectos significativos

como hipotensor.**

En 1986 la tesista Friedman, realizO un estudio a la hierba del sapo para
comprobar la disminucion o eliminacion de calculos biliares, la extraccion la
realizo con cuatro disolventes benceno, cloroformo, hexano y etanol, se indujo la
enfermedad en hamsters dorados con dietas semejantes a las que producen la
enfermedad en humanos, sin embargo no se logro el objetivo de disminuir los

célculos biliares. #

El interés del estudio de la hierba del sapo (Eryngium heterophyllum) surge por
la preocupacion en la falta de estudios publicados que describan las pruebas
realizadas para evaluar su actividad farmacolégica (excepto el efecto

hipocolesterolémico) y los efectos secundarios que se observan.

1.7 DIABETES MELLITUS

La Diabetes Mellitus (DM) es un grupo de enfermedades metabdlicas cuyo
denominador comun es la hiperglucemia, producida por una disminucion de la
secrecion o de la accion de la insulina 0 ambas. La deficiencia de la insulina
puede estar condicionada tanto por factores genéticos como por diversas
circunstancias particulares de cada paciente (autoinmunidad, obesidad,

gestacion, infecciones, etc.).***’
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En la actualidad, México cuenta con alrededor de 6.5 millones de personas con
diabetes, de los cuales 35 % desconoce que la padece. Las estimaciones para
2025 sugieren que estas cifras se duplicaran alcanzando los 12.6 millones, de no

tomarse las medidas de prevencion de la salud y educacién convenientes.

Datos obtenidos del Instituto Nacional Estadistica Geografia e Informacion
(INEGI) en el 2002 reportan que la diabetes se encuentra dentro de las tres
primeras causas de mortalidad en el pais en la poblacién en adultos de 30 a 59
afios, los porcentajes en hombres son del 10.6 % y para mujeres*® del 16.8 %.

En poblaciones especificas, como los derechohabientes del Instituto Mexicano
del Seguro Social (IMSS) también se observan prevalencias de la diabetes tipo 2,
superiores a 11 %, en México la frecuencia de diabetes aumenta con la edad y

es mayor en las mujeres. *°
1.7.1 Pancreas

El pancreas es el 6rgano en donde se secreta la insulina. El 98 % del pancreas
esta constituido por el pancreas exocrino, el 2 % restante esta constituido por
células enddcrinas. Esta pequefia porcion constituye el pancreas insular formado

por los islotes de Langerhans

Dentro de los islotes de Langerhans se distinguen cuatro tipos celulares: células
A o a, que representan el 20 % de las células insulares células B o B, que
constituyen del 70 al 80 % de la poblacion celular de los islotes células D o &
representan del 3 al 5 % y células PP o F constituyen del 1 al 2 % de las células

de los islotes. 4448:40-52
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En el cuadro 4 se muestran los productos que secretan cada tipo de célula. >

Cuadro 4. CELULAS DE LOS ISLOTES DE LANGERHANS

TIPOS CELULARES PRODUCTOS SECRETADOS

Células a (a) Glucagon
Células b (B) Insulina, y péptido amilina
Células d (d) Somatostatina

Célula pp (célula pp) Polipéptido pancreatico

Katzung BG. Farmacologia Basica Clinica. °®> Greenspar FS, Strew ler GJ. Endocrinologia
Basica.>

1.7.2 Insulina, glucagén y glucosa
Insulina

La insulina es una hormona polipeptidica que se segrega por las células  de los
islotes pancreaticos** que acttia sobre el metabolismo de los hidratos de carbono,
los lipidos y las grasas. El musculo y el tejido adiposo constituyen sus principales
6rganos diana.>®>* El principal estimulo que desencadena la secrecion de la

insulina es la glucosa.

La insulina suprime la secrecion de glucagon. El glucagon estimula la secrecion
de insulina y somatostatina (SS).** La insulina es anabdlica (incrementa las
reservas energéticas); mientras que el glucagon es catabdlico (moviliza y utiliza

estas reservas).*®

Glucagén

44,48

El glucagbn es un polipéptido de 29 aminoacidos, es la hormona

contrareguladora mas potente, secretada por las células a de los islotes

4855 @] aumento de glucagén va asociado siempre a una

pancreaticos.
disminucién de la insulina. Por el contrario, cuando la glucemia aumenta, la

secrecion de glucagén se suprime; este efecto esta en gran parte mediado por el
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incremento en la secrecion de insulina, inducida por la hiperglucemia, que inhibe

la secrecién de glucagén.*

El glucagbn aumenta la concentracién de glucosa en el plasma y este efecto
también incrementa la secrecion de insulina. La liberacién de la insulina por el
glucagdén no depende, sin embargo, de la concentracion de glucosa en la sangre,
porque el glucagén actia muy rapido y causa la liberacién de la insulina antes de

ocasionar hiperglucemia. >*

Glucosa

Sin insulina, la glucosa no puede entrar en las células (éstas necesitan glucosa
para producir energia) y la glucosa se acumula en la sangre. Con el tiempo las
concentraciones elevadas de glucosa en la sangre pueden dafar los ojos, los

rifiones, los nervios, el corazén y los vasos sanguineos.***’

1.7.3 Glucemia

La cantidad de glucosa presente en la sangre se denomina glucemia.>’ El
mantenimiento de la glucemia en valores normales depende del correcto
funcionamiento de diferentes Organos (pancreas, glandulas suprarrenales,
hipdfisis e higado) que producen hormonas implicadas en la glucoregulacion
(insulina, glucagon, catecolaminas, glucocorticoides y hormona de crecimiento) o

bien son érganos diana de las mismas.*
1.7.3.1. Hiperglucemia
Es la concentracion elevada de glucosa en la sangre, >’ que se debe a una

produccion excesiva de glucosa, principalmente por el higado y a su menor

utilizacién por varios tejidos.*®
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En condiciones normales, cuando aumenta la glucemia, el higado deja de liberar
glucosa y se acelera la tasa de utilizaciéon de la glucosa por los tejidos periféricos.
Sin embargo, en el diabético estos mecanismos que dependen de la insulina no

funcionan y ambos factores contribuyen a la hiperglucemia.>®>°

1.7.3.2. Hipoglucemia

La hipoglucemia se puede definir como cifras de glucemia por debajo de los
rangos normales (< 70 mg/dL), asociado o0 no a la presencia de sintomas y que
desaparecen con la administracion de glucosa. *®

1.7.4 Complicaciones de la diabetes

1.7.4.1. Glucosuria

Cuando la glucemia no esta en limites normales debido a la deficiencia de

insulina, no se resorbe toda la glucosa filtrada por los glomérulos renales la

glucosa se excede y se elimina glucosa en la orina *°
1.7.4.2. Poliurina

Consiste en el exceso de orina. Se origina por la presencia de glucosa en la
orina, que debe ser solubilizada, necesitando mas agua y aumentando asi la

diuresis hasta cuatro o seis litros por dfa.***%>®

1.7.4.3 Polidipsia

Surge para compensar la poliurina. La pérdida de agua por la poliurina provoca

sed y hace que el diabético beba méas agua.** °°

26



1.7.4.4 Polifagia

A pesar del exceso de glucosa en la sangre, las células son deficientes porque
no entra glucosa a las células con suficiente rapidez; por tanto el paciente esta

hambriento y consume més alimentos especialmente hidrocarbonados.**>°

1.7.5 Clasificacion de la diabetes

La Diabetes Mellitus se clasifica segun la OMS en: Diabetes Mellitus 1(DM 1),

Diabetes Mellitus 2 (DM 2), Diabetes Mellitus Gestacional (DMG) y otros tipos

44,47,48

especificos (ver cuadro 5).

Cuadro 5. CLASES CLINICAS DE LA DIABETES MELLITUS

Diabetes tipo 1 (Destruccién de las células 3, que habitualmente provoca
deficit absoluto de insulina)

a. Autoinmunitaria
b. Idiopética

Diabetes tipo 2 (Varia entre resistencia a la insulina predominante con déficit
relativo de insulina y defecto secretor de insulina predominante con resistencia
a la insulina)

Otros tipos especificos

Enfermedad pancreatica

De etiologia hormonal

Inducida por sustancias quimicas o farmacos
Anormalidades del receptor de insulina
Sindromes genéticos

Diabetes mellitus gestacional (DMG)

Jara A. A. Endocrinologia.** Alcafiiz F.J., Endocrinologia Clinica.*® Dennis L. K.; Harrison Endocrinologia.*’Cabeza
de Flores A.,Zaccari C. Endocrinologia.®® Islas A. S.; Diabetes Mellitus.®
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La DM 1 representa el 5-8 % de los casos; la DM 2 agrupa los casos con mayor

frecuencia 90 %; las restantes causas de diabetes representan menos del 5 %.

4359 En el cuadro 6 se presentan las diferencias entre DM 1y DM 2.

Cuadro 6. COMPARACION DE CARACTERISTICAS ENTREDM 1Y DM 2

Caracteristicas

DM 1

DM2

Inicio

Tiempo de evolucion al
establecer el diagnéstico

Sintomas

Edad

Sexo

Peso corporal
Historia familiar

Factores ambientales

Dependencia de insulina

Sensibilidad a la insulina

Niveles de insulina en la
sangre

Brusco

Enfermedad crénica.
Sed, polifagia, fatiga,
baja de peso, poliurina
Ocurre a cualquier edad
pero es mas comun en
jovenes

Minima frecuencia en
géneros

Delgados
Poco frecuente

Virus, toxinas,
Estimulacion autoinmune

Es indispensable para
vivir

Sensible

Deficiencia severa desde
el inicio que progresa a
deficiencia absoluta;
péptido C bajo

Lento

Enfermedad crénica
Asintomatico o pocos
sintomas

Ocurre a cualquier edad,
pero es mas frecuente en

adultos

En algunos estudios
predomina en mujeres

Obesos
Muy frecuente

Obesidad, nutricion,
estrés sedentarismo

Es independiente, pero
se puede utilizar en
cuadros agudos o en
descontrol severo

Resistente
Normal basal o elevada.

Estimulo: respuesta
tardia mayor en el obeso
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Caracteristicas DM 1 DM2

Respuesta a farmacos No responde como Puede responder

orales tratamiento Unico inicialmente o mostrar
fracasos primarios o
secundarios
generalmente

Células B del islote Muy escasas 0 ausentes Presente, hipertrofia

Alcafiiz FJ. Endocrinologia Clinica.” Guerra LJ. Endocrinologia-1. Sociedad Mexicana de Nutricién y Endocrinologia™

1.7.6 Diabetes tipo 1 (DM 1)

La DM 1 es consecuencia de la destruccion de las células B de los islotes
pancreéticos y una falta absoluta de insulina 43 ocasionada por un proceso
autoinmune.48 Se caracteriza por la presencia de autoanticuerpos contra la
célula B.58

Se presenta con mayor frecuencia en jovenes, pero en ocasiones se desarrolla
en adultos, especialmente delgados y aquellos que tienen edad no avanzada

cuando la hiperglucemia se presenta por primera vez.
1.7.6.1 Tratamiento para DM 1(Insulina)
La insulina de procedencia exdgena es el agente hipoglucemiante por

excelencia, imprescindible en los pacientes con DM 1 y necesarios en algunos

casos de DM 2. Las insulinas son:

o Insulina regular
o Anélogos de insulina de accidn ultracorta.
o Insulina de efecto amplio (con inicio de acciéon intermedia o prolongada).*”®
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1.7.7 Diabetes tipo 2 (DM 2)

La diabetes tipo 2 es la combinacion de defectos en la secrecion y accién de la
insulina, que va desde una resistencia predominante a la insulina con una
relativa deficiencia de insulina, hasta un defecto secretor predominante con
resistencia a la insulina.*® La DM 2 se encuentra dentro de los tres primeros
lugares de mortalidad en México. En el cuadro 7 se muestra el nUmero que

ocupa la DM 2 por rango de edad.

En la DM 2 Cuando la dieta sola no es capaz de controlar la diabetes, se
aconsejara el tratamiento con insulina o hipoglucemiantes, segun las
caracteristicas clinicas de cada caso y grado de deficiencia de la insulina

enddégena.>

Cuadro 7. LUGAR QUE OCUPA LA DM 2 POR GRUPOS DE EDAD.

Lugar que ocupala DM 2 segun grupo de
edad, de acuerdo al N. de fallecimientos de
1998 a 1999; 2002 a 2003

Grupodeedad 1998a1999 2002 a 2003

5al4 — 19°
15a24 15° 13°
25a34 9° 8°
35a44 3° 3°
45 a 64 1° 1°
65y mas 2° 2°

Fuente: INEGI, Estadistica Sector Salud y Seguridad Social y Estadisticas
demograficas: 1998-1999, 2002y 2003
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1.7.7.1 Tratamiento para DM 2 (Hipoglucemiantes Orales).

Segun su mecanismo de accion los farmacos orales para el tratamiento de la DM

2 se puede clasificar en:

a)

b)

Secretagogos de insulina: Son farmacos que estimulan principalmente la
secrecion enddégena de insulina, como las clésicas sulfonilureas y los
nuevos secretagogos de insulina no sulfonilureas de accién corta y rapida
(repaglinida y nateglinida), conocidas también como glinidas.

Farmacos sensibilizadores de accién de la insulina, como las biguanidas
(metformina y butformina) y las glitazonas (rosiglitazonas y pioglitazonas),
gue mejoran la utilizacion tisular de la insulina en los tejidos sensibles a la
misma.

Farmacos que modifican la absorcion de los hidratos de carbono como
inhibidores de la a-glucosidasa, que inhiben la hidrolisis de algunos

hidratos de carbono y enlentecen el proceso absortivo.**>*

En el cuadro 8 se muestra el mecanismo general de cada farmaco segun el

grupo al que pertenece.
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Cuadro 8. MECANISMOS DE ACCION DE LOS HIPOGLUCEMIANTES

FARMACO MECANISMO DE ACCION

SECRETAGOGOS DE INSULINA

. Insulino secresioén por cierre de los canales K-ATP (accion

Sulfonilureas v ) ”
diferida y prolongada) en la célula B pancreatica

Glibenclamida

Glipicida

Gliclacida

Gliquidona

Glimepirida

Secretagogos de insulinano

sulfonilureas (Anélogos de Insulino secresion por cierre de los canales K-ATP (accion
meglitinidas o Glinidas) rapida y corta) en la célula B pancreatica

Repaglinida

Nateglinida

SENSIBILIZADORES DE LA ACCION DE LA INSULINA

Biguanidas

Butformina

Metformina Disminuye la produccion hepética de glucosa

Glitazona o Tiazolidinedionas Aur.nent.a la c\aptaci()n de glucosa mediada por la insulina
(adipocito, Musculo)

Rosiglitazona

Pioglitazona
ACCION SOBRE LA DIGESTION Y ABSORCION DE CARBOHIDRATOS

Inhibe la hidrélisis de los oligosacaridos (enterocitos del

Inhibidores de las a-glucosidasas .
intestino delgado)

Acarbosa
Miglitol

Alcafiiz F.J., Endocrinologia Clinica.*®
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a) Secretagogos de la insulina

1. Sulfonilureas

Las sulfonilureas (SU) son farmacos derivados de sulfonamidas que estimulan la
secrecion de insulina basal en respuesta a la toma de alimentos; ademas, la
disminuciéon crénica de la glucemia, al disminuir la glucotoxicidad, mejora la
secrecion y accién de la insulina, disminuyendo asi la resistencia periférica a la

misma.**

Todas ellas son arilsulfonilureas sustituidas; difieren por sustituciones en la
posicion para del anillo de benceno y nitrégeno que corresponde a la parte de la

urea.”®
Por su mecanismo de accion, el efecto adverso mas importante es la
hipoglucemia que es mayor en sujetos ancianos con dafio renal, y con

irregularidades en su alimentacién.>®

Sulfonilureas de primera generacion

La Tolbutamida se absorbe bien pero se metaboliza rapido en el higado, la
duracioén de su efecto es relativamente corta, con una vida media de eliminacion

de 4 a 5 horas. 2

La Tolbutamida es el hipoglucemiante de accién mas corta y menos potente,
tiene pocos efectos secundarios, su metabolismo es hepatico y 50 % se elimina

por rifién.%°

La clorpropamida. Tiene una vida media de 32 horas y es metabolizada con
lentitud; aproximadamente 20 a 30 % se excreta sin cambios en la orina.
Las reacciones hipoglucémicas prolongadas son mas frecuentes que con la

tolbutamida. > La Clorpropamida 20 % se excreta por rifién sin modificaciones;
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es el medicamento con mas efectos secundarios como hipoglucemia acentuada,

hiponatremia y efecto antabuse. *°
La Tolazamida. Es comparable a la Clorpropamida en potencia, pero tiene accién
mas breve. La Tolazamida se absorbe con mayor lentitud que las demas

sulfonilureas. Su vida media es aproximadamente de siete horas.>

Sulfonilureas de sequnda generacion

No se ha establecido que los farmacos de segunda generacion sean mas
eficientes que la clorpropamida (primera generacion), a pesar que tienen menos

efectos adversos.*?

La Glibenclamida (Gliburida). Es metabolizada en el higado en productos con
baja actividad hipoglucemiante. Los efectos biolégicos de la glibenclamida son

5

persistentes 24 horas después de una sola dosis ** su absorcién es lenta y

pudiera no controlar la hiperglucemia pospandrial.

Glicacida. Tiene metabolismo similar a la glibenclamida, con vida media mas

corta.

Glipicida. Corrige la hiperglucemia pospandrial; se ha utilizado en pacientes con
intolerancia a carbohidratos provocando disminucién en la progresién de DM 2 y
retraso en la aparicién de las complicaciones crénicas.® Tiene la vida media mas

breve (2 a 4 horas) de los farmacos mas eficaces.>?

Glimepirida. Mecanismo de accion similar a Glipicida, puede administrarse en
una sola dosis, es segura y bien tolerada, sin embargo, su costo es mas
elevado.”®Es metabolizada por el higado, es de duracién prolongada tiene una

vida media de cinco horas.>?
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2. No sulfonilureas

Los secretagogos de insulina no sulfonilureas o Meglitinidas son derivados del
acido benzoico y de la D-fenilalanina; son una familia de hipoglucemiantes orales
reguladores de la glucemia pandrial temprana para el tratamiento de la DM 2.
Son agentes insulinotrépicos de rapido inicio y corta duracién, que estimulan la

secrecion de insulina.*®

La repaglinida y la nateglinida aumentan la secrecion de insulina. Su indicacion

principal es evitar los picos de hipoglucemia pospandrial. *®

Por su mecanismo de accion los secretagogos de insulina son los uUnicos

farmacos orales para la terapia de la DM 2 capaces de producir hipoglucemia®
b) Sensibilizadores de la accion de la insulina

1. Biguanidas

Las biguanidas estan indicadas en la DM 2 que no se controla con dieta ni
ejercicio, y sobre todo si se asocia a obesidad, en monoterapia o con otros
agentes hipoglucemiantes. **

Se destaca que no involucra la secrecion de insulina y mejora la
insulinoresistencia ni causa hipoglucemia. Su efecto hipoglucemiante mas
notable es en ayuno y requiere de insulina circulante.®

La metformina disminuye la produccion hepatica de glucosa, incrementa la

sensibilidad periférica a la insulina, reduce la absorcion intestinal de glucosa y

modifica el peso corporal por un efecto anorexigénico. *°
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2. Glitazonas o tiazolidinedionas

Son farmacos que actian disminuyendo la resistencia a la accion fisioldgica de la
insulina en los o6rganos periféricos, especialmente higado, musculo y tejido
adiposo; por tanto disminuyen el nivel de glucemia al mejorar la sensibilidad a la

accion de la insulina sin producir aumento de su secrecién endégena. *

La pioglitazona ejerce acciones interesantes en el metabolismo lipidico, ya que
reduce los niveles de colesterol. LDL-colesterol y triglicéridos e incrementa los de

HDL-colesterol. 43

Las glitazonas tienden a reducir la densidad 0sea, incrementando el riesgo de

fracturas. *

c) Accion sobre la digestion y absorcion de los carbohidratos (inhibidores

de las a-glucosidasas)

Los inhibidores de a-glucosidasa (acarbosa, miglitol) son los primeros y mas
potentes farmacos que actiuan especificamente sobre la glucemia pospandrial
retrasando la digestion y posterior absorcién de azlicares complejos.*

La acarbosa practicamente no se absorbe, sus productos de degradacion se
eliminan por rifidn y el resto en las heces.

La vida media del miglitol es de 2-3 horas. Sus niveles plasmaticos aumentan si

hay insuficiencia renal.*®

1.7.8 Diabetes Mellitus Gestacional (DMG)

Se define como una alteracion del metabolismo de la glucosa que se presenta

durante la gestacion.*®
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En el embarazo se puede desarrollar y descubrir por primera vez intolerancia a la
glucosa *’ generalmente durante el segundo trimestre. Durante el embarazo, la
placenta produce hormonas que contribuyen al desarrollo del bebé. Estas
hormonas también bloquean los efectos de la insulina en el cuerpo de la mujer, lo

cual aumenta los niveles de azlcar en la sangre. ®*

La mujer debe ser reclasificada seis semanas después del parto, ya que en la

mayoria de los casos la regulacién de la glucosa se normaliza.>®

La DMG afecta entre 4 y 8 % de todas las mujeres embarazadas. Su frecuencia
en las mujeres mexicanas es mayor que la observada en mujeres caucasicas. La
tasa de progresion hacia la DM es muy rapida si consideramos que el 10 — 16 %
la desarrolla inmediatamente después del parto y un 50 — 54 % en los cinco afios

sucesivos.>®8

1.7.8.1 Tratamiento para DMG
Llevar una dieta saludable y bien equilibrada y hacer ejercicio con base rutinaria
son medidas importantes para prevenir y tratar la DMG. Si la dieta y el ejercicio

no son suficientes, puede necesitar medicamentos orales contra la diabetes o

insulina.
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1.8 INFLAMACION

La inflamacion es una respuesta de los vasos sanguineos y de las células
endoteliales que los delimitan; sirve como una funcién protectora importante,
puesto que activa los procesos de defensa, sanacién y reparacion.®*® Las

manifestaciones clinicas son: calor, dolor, rubor y tumor.®

La inflamacién no se considera una reaccién solo inmune, porque se puede
desencadenar en presencia de infeccibn bacteriana, trauma contuso,
guemaduras por agentes fisicos o quimicos, laceraciones o trauma por

radiacion.®?

La inflamacion consiste en la acumulacion y la activacion de leucocitos y de
proteinas plasmaticas en un sitio de infeccidon, exposicion a toxinas o lesion
celular. La inflamacion se inicia por cambios en los vasos sanguineos que

promueven el reclutamiento de leucocitos.®

Los agentes de la inflamacion son microorganismos, agentes fisicos (calor, frio),
agentes quimicos (toxinas, farmacos), cuerpos extrafios, reparacion de los

tejidos. **

Los elementos que intervienen en la inflamacién son mediadores quimicos,
células de la sangre, los tejidos, otros elementos del plasma y de los espacios
extracelulares.®

1.8.1 Reacciones basicas de la inflamacion

La aparicion de la inflamacion precisa de una multiplicidad de mecanismos, cada

mecanismo condiciona una alteracion morfolégica. Los fendbmenos morfolégicos

basicos de la inflamacién son:
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o Lesidn del tejido. Desencadenante inicial de la reaccion.

o Reaccion vascular. Consiste en una vasodilatacion arteriolar, aumenta
varias veces el flujo sanguineo y la velocidad de la sangre en el foco
inflamatorio.

a) La reaccion inicial es inmediata y se caracteriza por la aparicion de una
zona roja mate.

b) La fase precoz dura de 3 a 10 minutos y se produce una vasodilatacion
periférica que se traduce en un halo rojo intenso.

c) La fase tardia dura de 30 minutos a 4 horas y regresa en menos de 6
horas. Esta fase se debe a la liberacion de los mediadores quimicos
tardios de la inflamacion.

o Trastorno de la permeabilidad vascular. Produce una exudacion de liquido
plasmatico, que a su vez condiciona una concentracion local de las células
sanguineas y un enlentecimiento de la corriente sanguinea.

o Reaccion leucocitaria. Se produce la marginacion y emigracion de los
leucocitos al foco. Asi aparece el infiltrado inflamatorio con gran capacidad
de fagocitosis de material necratico.

o Proliferacion del tejido conectivo-vascular. Especialmente si hay necrosis
del tejido inflamado tiene lugar una proliferacion de fibroblastos y células
endoteliales que forman capilares, acompafiadas de linfocitos, macréfagos
y células plasmaticas. Asi se forma un tejido de granulacién reparativo.

o Cicatrizacion. Los fibroblastos forman colagena y otras fibras dejando una

cicatriz.
La inflamacion en la que son mas importantes los fenobmenos celulares y de

proliferacion de granulacién son inflamaciones crénicas, en la que la respuesta

es tardia y méas especifica. ®
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1.8.2 Células de la inflamacién

Lo que caracteriza morfolégicamente a una inflamacion es la presencia en el foco
inflamatorio de las células de la sangre, especialmente leucocitos
polimorfonucleares, monocitos, linfocitos y otras células plasméticas, fibroblastos

y células endoteliales.

Leucocitos polimorfonucleares neutrdfilos (LPMN)

Son las primeras células que llegan al foco inflamatorio, aparecen en gran
cantidad, participan en la fagocitosis, liberacion de enzimas y formacion de los
factores quimiotacticos. La cantidad de los LPMN para dafar los tejidos se basa
principalmente en su capacidad de liberar granulos toxicos de su citoplasma o de
generar radicales libres derivados del oxigeno, los LPMN liberan agentes
oxidantes que inactivan a inhibidores de las proteinas tisulares y condicionan un

ambiente que facilita la actuacion de enzimas colagenasa, elastasa y gelatinasa.
Eosindfilos

Los eosindfilos tienen una vida media entre 8 y 12 dias, en muchas
inflamaciones la aparicion de eosinofilos es signo de regresion y resolucion de la
inflamacion. Los eosinofilos tienen capacidad de fagocitosis especialmente en

presencia de factores bacterianos e inmunocomplejos.

Basodfilos v células cebadas

Evitan la coagulacion en el foco inflamatorio y controlan la exudacion.
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Monocitos

Aparecen precozmente en el foco inflamatorio, antes de 48 horas como
respuesta a los mediadores por los LPMN. Su funcién es principalmente la
liberacion de multiples productos esenciales en la inflamacién, algunos de ellos

son: Radicales libres derivados de O,; 6xido nitrico, transferina, entre otros.
Linfocitos

Aparecen en el foco en la fase tardia y tienden a acumularse alrededor de los
vasos. Es posible que la activacion de estas células se deba a un proceso de

liberacion de antigenos por los tejidos necroticos.

Células plasmaticas

Junto con los linfocitos aparecen en la fase tardia de la inflamacién, en
enfermedades granulomatosas y en enfermedades producidas por los virus y

bacterias.

Fibroblastos

Proliferan en la fase tardia o cronica y forman el tejido de granulacion,
posteriormente sintetizan coldgena, que es esencial para la cicatrizacion y

curacion de las heridas.

Células endoteliales

El papel mas importante del endotelio en la inflamacion esta relacionado con la

adherencia de los leucocitos y el paso de células. ®+°°
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1.8.3 Mediadores

Los mediadores inflamatorios son una clase de moléculas que comprenden
muchas proteinas, péptidos y compuestos organicos pequefios no relacionados,

cada uno con efectos bioldgicos tnicos.>?

Dependiendo de su disponibilidad inmediata, se conocen tres tipos de

mediadores quimicos de la inflamacion:

o Mediadores primarios: Histamina, serotonina, tetrapeptidos vy
oligopeptidos con actividad quimiotactica, arilsulfatasa A, 6xido nitrico que
en medio fisiologico difunde facilmente desde el granulo liberado por las
células cebadas, basofilos y células endoteliales.

o Mediadores asociados: Acetil B-glucosaminidasa, heparina
macromolecular, quinasas.

o Mediadores secundarios: Proteasas plasmaticas, factor activador de las
plaquetas, metabolitos del acido araquidénico, metabolitos téxicos del

oxigeno y linfocinas.®*

Aminas vasoactivas

Actian especialmente en la primera fase de la inflamacion producen

vasodilatacién y aumento de la permeabilidad vascular.

Proteasas plasmaticas

Constituyen un gran numero de proteinas del plasma, que entre  sus
propiedades incluyen la de actuar como mediadores quimicos de la inflamacion.
Entre estas proteinas estan: El sistema del complemento, las quininas y los

factores de la coagulacion, especialmente el sistema fibrinolitico.
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Complemento. El sistema del complemento esta formado por sustancias
proteicas que se encuentran en el suero cuando, a modo de la cascada de la
coagulacioén, se activan para mediar numerosas reacciones biolégicas como la
permeabilidad vascular, quimiotaxis y opsonizacion. El sistema del complemento
se activa en las inflamaciones mediadas por estimulos inmunolégicos. Las
sustancias mas activas son C3a y Cba, que actian sobre la liberacion de

histamina por las células cebadas y las plaquetas.

Quininas. Son polipeptidos producidos a partir de moléculas mayores, aumentan
el tono vascular, la permeabilidad vascular y facilitan la liberacion de mediadores
leucocitarios. La activacion de este sistema pone en marcha la fibrindlisis,
formando plasmina y se activa la via del complemento. Los leucocitos activados
pueden liberar enzimas con capacidad de generar directamente actividad de

quininas-leucoquininas a partir de proteinas plasmaticas. **°’

Metabolitos téxicos del oxigeno

Cuando se produce la estimulacion de la fagocitocis, los fagocitos incrementan el
consumo de O, y generan radicales libres, entre los que se incluyen el anion
superéxido (0Oz-), H,O, y el radical hidroxilo (*OH). Estos radicales libres
necrosan células del foco inflamatorio, incluyendo el endotelio vascular, con el
consiguiente aumento de la permeabilidad vascular, activan el metabolismo del

4cido araquidonico e inactivan antiproteasas como la a-1-antitripsina. **

. Radicales libres

Un radical libre es toda especie molecular que contiene uno o mas electrones no

apareados en sus orbitales,®"°®

ese cambio le confiere una gran estabilidad
guimica con tendencia generalmente a adquirir electrones de las moléculas
vecinas, para recuperar su configuracion electrénica normal. Debido a esa
tendencia, los radicales libres también se conocen como especies reactivas. Las

moléculas “atacadas” por los radicales libre sufren por tanto una pérdida de
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electrones (oxidacion) con la consiguiente alteracion de la estructura de la que
forma parte, convirtiéndose ademas en nuevas especies reactivas, que actian
sobre otras moléculas promoviendo asi una reaccion en cadena.®>®’

En las condiciones fisioldgicas se producen continuamente pequefias cantidades
de radicales libres de oxigeno, en el curso de reacciones oxido-reduccion celular,
entre los que se incluye el radical superoxido (O3) y el radical hidroxilo (*OH).
Cuando existe un desequilibrio entre generacion e inactivacion de radicales libres
a favor de la primera, sobre la célula actia un exceso de dichas moléculas
reactivas, lesionando sus estructuras (estrés oxidativo). A esta situacion se llega

por vias muy diversas, entre las que se destacan:

a) efecto de radiaciones ionizantes.

b) efecto de toxicos.

c) depdsito en los parénquimas de un exceso de hierro o cobre libres, lo que
genera también cantidades altas de radical hidroxilo.

d) liberacidn de radicales libres de oxigeno a partir de los fagocitos, en el curso

de la fagocitosis, la inflamacién y la isquemia.®’

o Peroxidacion lipidica

La peroxidacion lipidica es cuando la reaccion del superdxido con el ion férrico
produce formacion de ion ferroso que reacciona con el peréxido de hidrégeno
para formar radicales oxhidrilo. Los radicales oxhidrilo reaccionan con
fosfolipidos de la pared celular bacteriana, causando pérdida de integridad de la

membrana celular bacteriana.®®

Bajo condiciones apropiadas, el NO puede formar un potente compuesto
oxidante llamado peroxinitrito, con una vida media inferior a un segundo que se
descompone y genera RLO (Radical Libre de Oxigeno) muy reactivos. Tanto el
peroxinitrito como los productos obtenidos tras su degradacién, son capaces de

producir peroxidacion lipidica, nitrosilaciéon de moléculas de tirosina que regulan
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la funcidn enzimatica y las sefiales de los segundos mensajeros, inactivacion de

canales de sodio e interaccidon con numerosos metales de transicion.

Todo proceso de peroxidacion de macromoléculas ocurre en tres etapas:
iniciacion, propagacion y terminacion. El hierro es un estimulador de la
peroxidacion lipidica, pudiendo participar en las reacciones de iniciacion o
propagacion. De acuerdo con esto la desferroxiamina es un potente inhibidor de
la peroxidacion lipidica estimulada por hierro.®®

Metabolitos del 4cido araquiddnico

El metabolismo del acido araquidénico (AA) produce una serie de hormonas de
actividad local y vida muy corta, pero de gran importancia fisiologica en algunos
sistemas como renal, respiratorio, hepatico, cardiovascular y endoécrino. El
metabolismo del AA puede producirse por dos vias diferentes: lipooxigenasa y

ciclooxigenasa.

El metabolismo del AA utilizando lipooxigenasa produce acidos eicosatetranoicos
(HETE) o leucotrienos, que tienen actividad quimiotactica, vasoconstrictora y de

aumento de la permeabilidad vascular.

El metabolismo del AA por la via de la enzima ciclooxigenasa, da lugar a
metabolitos de las prostaglandinas y leucotrienos, que producen
vasoconstriccion, quimiotactismo especialmente para los neutrofilos y aumento
de la permeabilidad vascular.

Linfocinas

Las linfocinas son productos liberados por los linfocitos T, especialmente en las

inflamaciones producidas por mecanismos inmunes.
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Factor activador de las plaguetas (FAP)

Tiene accion de agregacion plaquetaria y vasoconstriccion por liberacion de

aminas vasoactivas, mientras que a bajas dosis es vasodilatador.

Heparina

Controla la proliferacién celular, controla la respuesta de hipersensibilidad
retardada e inhibicién de la coagulacién en la superficie de los macréfagos.®

Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO) es una pequefia molécula de sefalizacion gaseosa que se
genera a partir del aminoéacido arginina y oxigeno molecular.?%%

Es un potente vasodilatador y aumenta la permeabilidad vascular.

Como importante intermediario de oxigeno reactivo, también puede mediar en la
muerte de células y bacterias,® en los macréfagos act(la como un potente agente

microbicida para destruir a los microorganismos ingeridos.®

. Estudios del 6xido nitrico

Las primeras observaciones del papel biolégico del 6xido nitrico generado por via
enddégena fueron hechas en macréfagos de roedores y en neutrdfilos: la
exposicion in vitro de estas células a las endotoxinas de tipo lipopolisacaridos
ocasiona la acumulacién de montos significativos de nitritos y nitratos en los
medios de cultivo celulares. Ademas de la inyeccidon de endotoxinas en animales
se obtienen concentraciones urinarias de nitritos y de nitratos, los dos son

productos de oxidacién del éxido nitrico.>?
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1.8.4 Reactantes de fase aguda

Ceruloplasmina

La ceruloplasmina (Cp) es la principal proteina transportadora de cobre en la
circulacion; su concentracion es abundante en plasma, se sintetiza

principalmente en el higado.”

Durante el desarrollo de la fase aguda se liberan citocinas otros mediadores que
desencadenan, entre otros efectos la variacion de las concentraciones de ciertas
proteinas presentes en el plasma, denominadas PROTEINAS DE FASE AGUDA,
las causas que pueden provocar esta respuesta, es la inflamacion aguda o
cronica, entre otras. Las proteinas de fase aguda se dividen en: negativas (son
aquellas cuyos niveles se ven disminuidos cuando se produce la respuesta de
fase aguda) y positivas (son aquellas cuyos niveles se ven aumentados cuando

se produce la respuesta de fase aguda).’*"?

Existen tres proteinas de fase aguda positivas: Las que aumentan sus niveles en
un 50% como la ceruloplasmina. Las que presentan aumentos de 2 0 3 veces su
concentracion normal. Y las que presentan aumentos rapidos de hasta 1000

veces su concentracion normal.’?

Segun su funcion bioldgica las proteinas de fase aguda positiva se dividen asi:
Las proteinas de fase aguda que intervienen en la defesa del hospedador. Las
proteinas inhibidoras de las serinproteasas. Y las proteinas transportadoras con

actividad antioxidante, como la ceruloplasmina. "2

La ceruloplasmina inhibe la produccién de radicales libres de oxigeno y la accién

de enzimas proteoliticas, limitando la lesion tisular en la inflamacion.®’
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1.8.5 Inflamacion aguda

La respuesta inflamatoria aguda es la respuesta tisular precoz mas frecuente

frente a la lesién y destruccién tisular. ®°

La zona afectada es ocupada por un material transitorio denominado exudado
inflamatorio agudo. Este exudado aporta proteinas, liquido y células de los vasos
sanguineos a la zona lesionada para poner en marcha las defensas locales. Si
hay un agente infeccioso (p. ej una bacteria) en la zona lesionada, puede ser
destruido y eliminado por los componentes del exudado. El tejido lesionado
puede ser desintegrado y parcialmente licuado, y los detritus eliminados de la

zona lesionada.®"*

1.8.6 Inflamacion crdonica

Cuando un estimulo nocivo persiste, no es posible la reparacion completa
entonces se produce una inflamacién crénica. Los mecanismos inmunologicos
dominan las respuestas celulares en la inflamacion cronica, aqui los macrofagos
no solo actian como células fagocitarias (eliminando y destruyendo restos
celulares), sino que se activan para realizar otras funciones inmunolégicas y
secretoras. Dado que los linfocitos, células plasmaticas y macrofagos estan

presentes.®

Por lo general deben transcurrir 7 a 10 dias antes de la llegada de un ndamero
significativo de macrofagos al sitio del dafio. Su presencia casi siempre
acompafada de linfocitos define un patrén de respuesta del huésped conocido

como inflamacién crénica o hipersensibilidad tipo tardia. 4°°
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1.8.7 Hidrocortisona (Flebocortid)

Esta hormona actia uniéndose a receptores citoplasmaticos, formando
complejos hormona-receptor que entran al nlcleo y regulan la transcripcion
genética en diversos tipos celulares. Gran parte de los efectos inmunosupresores
y antiinflamatorios de los glucocorticoides (independientemente del tipo celular)

resulta de uno de los siguientes mecanismos:

1) Inhibicion de la sintesis de citocinas (IL-1 “interleucina 17, TNF “factor de
necrosis tumoral”, IL-2 “interleucina 2”, entre otras) o sus receptores;

2) Induccion de la produccion de lipocortina-1, que inhibe la sintesis de
eicosanoides;

3) Inhibicibn de la sintesis de moléculas MHC (Complejo mayor de
histocompatibilidad) de clase Il y moléculas de adhesion intercelular,
involucradas en la interaccion directa entre las diversas células del
sistema inmune.™

En los humanos, el principal glucocorticoide es el cortisol (también llamado
hidrocortisona). Normalmente la vida media del cortisol en la circulacion es de

alrededor de 60 a 90 minutos.*?

Efectos sobre los neutréfilos, eosinéfilos, basofilos y células cebadas

Los glucocorticoides inhiben la adhesion de los neutréfilos, eosindfilos y basofilos
a las células endoteliales, lo que disminuye el reclutamiento de neutréfilos,
eosindfilos y baséfilos en sitios de inflamacion e inhiben la liberacién de
histamina y LTC4 (linfocito T citotoxico) por los baséfilos y la degranulacion de

las células cebadas.
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Células endoteliales

Los glucocorticoides inhiben el aumento de la permeabilidad vascular en los
lugares de inflamacion, finalmente, inhiben la producciéon de diversos factores

proinflamatorios.

Fibroblastos

Los glucocorticoides inhiben la proliferacion de los fibroblastos, y la sintesis de
factores proinflamatorios como la IL-1 y metabolitos del acido araquidoénico.

Linfocitos

Los glucocorticoides suprimen potentemente la funcion de los linfocitos Thl (que
favorecen la inmunidad celular), sin un efecto directo inhibitorio notable sobre los
linfocitos Th2 (que favorecen la inmunidad humoral y las reacciones de
hipersensibilidad inmediata). Finalmente, los glucocorticoides inhiben Ila
activacion de los linfocitos B, aunque una vez activados, son resistentes a estos
efectos; por ello, su diferenciacion a células plasmaticas no se afecta

notablemente.’*
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[I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hasta el dia de hoy las plantas medicinales y/o remedios herbolarios en México
son parte de una tradicibn del conocimiento empirico que se transmite de
generacién en generacion, circunstancia que no exonera al consumidor de
presentar efectos adversos o secundarios, como consecuencia de la falta de

investigacion fitoquimica y farmacolégicos de las plantas.

La hierba del sapo (Eryngium heterophyllum), conocida popularmente por ser
un auxiliar o curar enfermedades como diabetes mellitus, la cual se encuentra
dentro de las tres principales causas de mortalidad en México; o bien conocida
por su accion como un desinflamante, proceso que se presenta en un gran
namero de enfermedades. Los estudios farmacologicos realizados a la hierba del
sapo hasta el dia de hoy, se han enfocado en comprobar la actividad
hipocolesterolémica y la disminucién de célculos biliares, razén por la que surge
el interés de comprobar otras actividades mediante un modelo de ratones que
permiten determinar si existe actividad hipoglucemiante y actividad

antiinflamatoria en la hierba del sapo.
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[ll. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Obtener el extracto etandlico de la hierba del sapo (Eryngium heterophyllum) y
evaluar la actividad hipoglucemiante y antiinflamatoria.

B. Objetivos particulares

1. Obtener el extracto etandlico de Eryngium heterophyllum.

2. Evaluar el efecto hipoglucemiante del extracto etandlico de Eryngium
heterophyllum en un modelo de ratones CD1.

3. Evaluar el efecto antiinflamatorio del extracto etandlico de Eryngium

heterophyllum en un modelo de ratones CD1.
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IV. HIPOTESIS.

La hierba del sapo (Eryngium heterophyllum) es usada por personas diabéticas
y que sufren de inflamacion por artritis. Por o que se espera que el extracto
etandlico de Eryngium heterophyllum muestre efectos en la disminucion de los

niveles de glucosa y actividad antiinflamatoria en un modelo de ratones CD1.
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V. MATERIAL

MATERIAL DE LABORATORIO

Embudo grande tallo largo de plastico
Parrilla de agitacion

Canastilla de calentamiento

Matraz bola 250 mL, 3L,5L

Cabeza de destilacion

Columna de Vigraux

TermOémetro

Refrigerante

Colector de destilacion

Adaptador de destilacion para vacio
Adaptador para termémetro
Manometro de mercurio

Pinza de Muller

Agujas hipodérmicas (DLP 22G x32mm con pabellon Luer-Lock, estéril,
no toxica)

Sondas gastricas (popper, 20G x 1-1/2")
Gradilla

Mechero Fisher

Puntas para micropipeta desechable
Pipetas graduadas 1,5 mL y 10 mL
Vasos de precipitado 100 ml
Matraces Erlenmeyer 125 mL y 250 mL
Trampas para vacio

Tiras reactivas (one touch ultra)
Torunda

Céamara de éter

Bisturi

Pellet de algodon

Placa de microtitulacion

Micropipeta

Tubos de ensayo

Vortex

Caja Falcon

Tubos eppendorf

Oradador

Tubos de ensayo 13 x 10

Pellet de algodon




REACTIVOS

Etanol (Reproquifin)

Tolbutamida ( Pureza: 99.51 % . Laboratorio SILANES)
Hierba del sapo (Eryngium heteropyllum)

Extracto etandlico

Goma gathi

Agua destilada

NaOH (Hidréxido de Sodio JT Baker)

Glibenclamida (Pureza 99.20 %. Laboratorios SILANES)
Glucosa solucion inyectable (Solucion inyectable , libre de pirégenos.
Laboratorio PISA)

Cloruro de sodio (Solucion isotonica. Solucion inyectable 0.9 % PISA)
Yodo

Eter

Agarosa 1%

Azida de sodio (JT Baker)

Agar (Dibico)

Suero de conejo anticeruloplasmina

Hidrocortisona (Sol. Inyectable. Janssen-Cilag)

BHT (Butil hidroxitolueno Sigma)

PBS (Solucion buffer de fosfatos)

HsPO, (acido fosférico JT Baker)

TBA (Acido tiobarbitdrico Sigma)

n-butanol (JT Baker)

Cloruro de sodio (solucion saturada JT Baker)

Cadmio metalico

Acido clorhidrico 0.1 N (EM Science)

Sulfato de cobre al 5 % (Sigma)

Cloruro de amonio al 5 % (JT Baker)

Agua destilada

Sulfato de Zinc (Sigma)

Indometacina (Capsulas. Aspen port)

Carragenina al 1% (Sigma N. C-3889)
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MATERIAL BIOLOGICO

Ratones CD 1 (entre 20 -35 Q)

EQUIPO

Rotavapor

Equipo de medicion (one touch ultra johnson & johnson medical)
Bomba de alto vacio
Potenciémetro

Sonicador

Molino de plantas

Parrilla de agitacion

Canastilla de calentamiento
Recirculador
Espectrofotometro

Centrifuga

Vernier

Balanza granataria (tecno cor)

VI. METODOS

Se recibio la planta de Eryngium heterophyllum (N. 834846) por el Dr. Robert
Bye y la M en C. Edelmira Linarez del Instituto de Biologia UNAM, recolectada en

el estado de Chihuahua en el mes de Septiembre.

1. PREPARACION DE LA PLANTA

La planta del sapo llamada Eryngium heterophyllum se dej6 secar a
temperatura ambiente, a la sombra; posteriormente se tritur6 con un molino

manual y se procedié a la extraccion con etanol.

2. EXTRACCION CON DISOLVENTE

Se coloc6 en un garrafon de vidrio de 5 L, la planta Eryngium heterophyllum

triturada y se vertio el disolvente hasta tapar por completo la planta, dejando a
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temperatura ambiente por tres dias, se filtro el extracto ocupando un embudo de
plastico de tallo largo.

3. CONCENTRADO DEL EXTRACTO

Una vez filtrado el extracto etandlico de la hierba del sapo, se elimind el
disolvente a vacio en rotavapor para evitar temperaturas altas que pudieran
descomponer algun compuesto del extracto. Una vez obtenido el extracto libre de

disolvente se mantuvo en refrigeracion.

4. PRUEBA DE LA ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE DEL EXTRACTO
ETANOLICO

e Se realizé con 24 ratones CD 1 divididos en 4 grupos (control negativo,
controles positivos y problema), cada grupo de ratones de seis miembros,
cada grupo fue separado en cajas para ratones, se sometieron a un ayuno de
18 horas para la lectura basal.

e Los ratones de cada grupo fueron pesados individualmente y marcados en la
cola del uno al seis para su identificacion en la medicion de glucosa.

e Primero se tomd y registro la lectura de glucosa al tiempo 0.

e Después los ratones recibieron por via oral con sonda gastrica los siguientes
tratamientos:

e Grupo 1 (control negativo) 10 mL / Kg de solucién salina.

e Grupo 2 (control positivo) 0.8 mg/Kg de Glibenclamida

e Grupo 3 (control positivo) 40 mg/Kg de Tolbutamida

e Grupo 4 (problema) 80 mg/Kg de Extracto etandlico de la hierba del sapo

e Inmediatamente después de la administracion de cada tratamiento se les
administré glucosa al 50% (2g/Kg) por aplicacién subcutanea.

e Después de 60 minutos de la administracion se tomo la lectura de glucosa con
un sistema de automedicién de glucosa en sangre one touch ultra; obteniendo

la sangre de los ratones por incision de la porcion distal de la cola,
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inmediatamente de la lectura de glucosa se administré6 nuevamente otra dosis
de glucosa.
e Alos 60 minutos de la administracion se tomd la segunda lectura de glucosa.

 Después de 60 minutos mas se tomo la tercera lectura de glucosa.”
5. PRUEBA DE ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA
5.1 Inflamacion crénica

Se realizd con tres grupos, cada grupo con seis ratones CD1. Se pes6 cada
ratdn y se marco en la cola del uno al seis mediante lineas.

Se sujetdé a cada raton por la espalda inmovilizandolo se coloc6é yodo con una
torunda en la espalda y se realizO una pequefa incision con un bisturi, se
implanté subcutaneamente el pellet de algodon de 10 mg con una sonda
(previamente esterilizada y cargada con el pellet de algodon).

Una vez que fueron colocados los pellets en cada raton, se hizo la primera
administracion del control positivo hidrocortisona (15 mg/Kg), control negativo
solucion salina (10 mL/Kg) y extracto (100 mg/Kg). La administracion se realizé
diario durante 7 dias, durante los siete dias los ratones tiene acceso libre a agua
y comida. En el octavo dia se anestesiaron los ratones en camara de éter uno
por uno se hizo un corte en el plexo axial para colectar sangre, (las muestras se
centrifugaron a 5000 rpm por 5 minutos, para obtener del suero) se sacrificaron
los ratones y se retird el pellet este se colocd en una placa de microtitulacion,
después se pesaron los pellets (humedos), terminando de pesar la placa se
meti6 a la estufa en donde permanecieron una semana a 37°C para
posteriormente pesar los pellets (seco).™

Se extrajeron los 6rganos: bazo, higado y rifién, para su evaluacion y peso.
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5.1.1 Determinacion de ceruloplasmina

Preparacion de las placas

Se prepard agarosa al 1%, (0.2g. en 20mL de PBS), se mezcl6 a temperatura
ambiente por 20 minutos, después se metié al horno de microondas 3 veces (10
minutos por ocasion), para disolver, enseguida se agrega 1 mg de azida de sodio.
Se colocaron 2mL de agar a cada uno de los tubos de ensaye, y a cada tubo se le
agregaron 150 pL de suero de conejo anti ceruloplasmina y se mezclé en un

vortex.
El contenido de cada tubo se vertio a cada uno de los circulos de la caja Falcon,

dejando gelificar por 4 minutos a temperatura ambiente. A cada circulo se le

realizaron cuatro pozos en donde se deposité la muestra.

Procesamiento de la muestra

Se colocaron 5 pL de cada muestra (hidrocortisona, solucion salina y extracto) en
cada pozo de la placa (en el sentido de las manecillas del reloj), posteriormente la
placa permanecié en refrigeracion durante 48 horas para después medir el halo
de precipitacion para obtener la concentracion (Se tom6é como referencia una
concentracion de 21.6 mg/dL de ceruloplasmina para un halo de precipitacion de

4 mm de diametro.)

5.1.2 Determinacion de peroxidacién lipidica.

Método de TBA (acido tiobarbiturico)

Colectadas las muestras de 100 uL de suero de cada ratén en tubos eppendorf
con BHT, cada muestra se diluyé con 400 puL de PBS y se mezcl6. Se tomaron
400 pL de la mezcla y se le agregaron 50 puL de BHT 12.6 mM y 400 uL de acido
orto fosférico 0.2 M, se mezclaron en un vértex durante 10 segundos y se

adicionaron 50 pL de TBA 0.11M/L, se mezcl6 nuevamente en un vortex.
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Determinaciéon de color

Se colocaron los tubos de ensayo que contenian la preparacion de las muestras
tapados en un bafio de agua a 90°C por 15 minutos, se enfriaron en agua con
hielo, posteriormente se les agregd 1000 pyL de n-butanol y 100 puL de NacCl
(solucion saturada), se agitd con ayuda del vortex durante 30 segundos, se
centrifugaron a 3500 rpm durante 5 minutos.

Se transfirieron 500 pL de la fase n-butanol a una celda, y se realizé la lectura a
535 nmy a 572 nm para corregir la absorbancia, y se realizé la curva estandar de
MDA.

5.1.3 Determinacion de nitritos

Plateamiento de cadmio

A 30 tubos de ensaye de 13 x 10 se les colocaron 0.5 g de cadmio metalico, y se
lavaron con acido clorhidrico 0.1 N. Posteriormente se le agregd 2 mL de sulfato
de cobre al 5 %, se agitaron por 10 minutos con un agitador de placa horizontal, y
se lavan tres veces con agua destilada, esto para eliminar el cobre. Se volvieron a
lavar con acido clorhidrico 0.1 N, mediante centrifugaciéon a 3500 rpm durante 5
minutos. Después se lavaron con cloruro de amonio al 5% pH= 9 y se

centrifugaron a 3500 rpm durante 5 minutos.

Preparacion de la muestra

A 100 pL de la muestra de suero obtenido de los ratones se les agregaron 300 pL
de agua destilada y se agitd. Se adicionaron 20 pL de sulfato de zinc, se mezcld y
posteriormente se centrifugé a 10 000 rpm durante 5 minutos, se eliminé el cloruro
de amonio de los tubos con cadmio activado y se adiciond el sobrenadante del
centrifugado anterior.

Se agité en un rocker durante 15 minutos y se centrifugé a 3500 rpm durante 5

minutos.
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Se tomaron 200 pL del sobrenadante de cada muestra para el ensayo,
adicionaron 700 pL de agua destilada. Se realiz6 la curva de calibracion.

5.2 Inflamacién aguda

A tres grupos de seis ratones cada uno en ayuno de 16 horas, con acceso libre de
agua, se les administr6 oralmente mediante canula 150 mg/Kg del extracto
etandlico de hierba del sapo (Eryngium heterophyllum). El grupo de referencia
recibié Indometacina (10 mg/Kg, via oral), el grupo control negativo recibié
solucién salina fisiologica (10 mL/Kg, via oral). Una hora después se inyecta 0.05
mL de carragenina al 1 % en el cojinete plantar de la pata izquierda. El grosor de
la pata se midio a los tiempos 0, 1, 2, 3, 4 y 5 horas después de la inyeccion de la
carragenina, utilizando un micrometro. Después se sacrificaron a los ratones en

camara de éter.”
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VIl. RESULTADOS
Se realiz6 el analisis estadistico ANOVA utilizando el programa SPSS. Los
resultados de la actividad hipoglucemiante, actividad antiinflamatoria (crénica y
aguda), se muestran a continuacién en las siguientes tablas.

ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE

Tabla 1. Comparacion de medias en la actividad hipoglucemiante

MEDIA
Salina 36.6667 mg/dL
Tiempo 0 Glibencla.mida 34.6667 mg/dL
Tolbutamina 35 mg/dL
Extracto 32.6667 mg/dL
Salina 169.667 mg/dL
Tiempo 1 Glibencla.mida 145 mg/dL
Tolbutamina 87 mg/dL
Extracto 136.5 mg/dL
Salina 206.333 mg/dL
Tiempo 2 Glibencla.mida 123.833 mg/dL
Tolbutamina 118.333 mg/dL
Extracto 186.833 mg/dL
Salina 101 mg/dL
Tiempo 3 Glibenclamida 60.3333 mg/dL
Tolbutamina 48.6667 mg/dL
Extracto 102.667 mg/dL

Se muestran las medias obtenidas de la lectura de glucosa del estudio realizado
con 4 grupos de seis ratones cada uno, teniendo tolbutamida y glibenclamida
como control positivo; la solucién salina como control negativo y el extracto
etandlico de la hierba del sapo como grupo de prueba. Observando con claridad
al tiempo 3 que las medias de la solucion salina y el extracto son semejantes,
pero diferentes a los controles positivos que presentan medias por debajo de la
solucion salina y el extracto en casi un 50 % demostrando que la hierba del sapo

se comporta como un placebo.
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Tabla 2. Valores de significancia en la actividad hipoglucemiante

Sig
Tiempo O Extracto Salina 0.847
Glibenclamida 0.997
Tolbutamida 0.964
Tiempo 1 Extracto Salina 0.659
Glibenclamida 0.991
Tolbutamida 0.336
Tiempo 2 Extracto Salina 0.951
Glibenclamida 0.345
Tolbutamida 0.277
Tiempo 3 Extracto Salina 0.999
Glibenclamida 0.012
Tolbutamida 0.001

Esta tabla muestra la significancia entre grupos con una a 0.05. Se observa que

en el tiempo 3 no hubo significancia entre el extracto y la solucion salina, es decir;

el valor de significancia de 0.999 demostré que el extracto y la solucién salina

tuvieron el mismo comportamiento, por otra parte si hubo significancia entre el

extracto y los controles positivos (Glibenclamida y Tolbutamida), como se aprecia

en los valores de 0.012 y 0.001, es decir la hierba del sapo no tiene efecto

hipoglucemiante ya que no se comporta como los controles positivos.
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ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

En la evaluacién de la actividad antiinflamatoria crénica y aguda se obtuvieron los

siguientes resultados expresados en las tablas que se muestran a continuacion.

INFLAMACION CRONICA

Tabla 3. Medias de los marcadores en la inflamacién crénica

Media
M. renal Salina 1.35088 g
Hidrocortisona 1.3397 g
Extracto 1.40278 ¢
M. hepatico Salina 5.26216 g
Hidrocortisona | 5.88877 g
Extracto 5.77423 ¢
M. esplénico Salina 0.55784 ¢
Hidrocortisona 0.258 ¢
Extracto 0.44453 ¢

Se muestran las medias obtenidas con solucion salina (control negativo),

hidrocortisona (control positivo) y extracto etandlico de la hierba del sapo; en los

indices renal, hepatico y esplénico.

Tabla 4. Valor de significancia en los marcadores en la inflamacién crénica

Sig

M. Renal Extracto  Salina 0.77
Hidrocortisona| 0.657

M. Hepético Extracto  Salina 0.223
Hidrocortisona| 0.912

M. Esplénico Extracto  Salina 0.161
Hidrocortisona| 0.012

Teniendo una a=0.05. Se observa que la significancia, solo existe en el indice

esplénico con hidrocortisona. Es un resultado esperado debido a que el vaso es
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un reservorio de leucocitos, los cuales migran al sitio de inflamacion y con la

hidrocortisona hay apoptosis de leucocitos.

Tabla 5. Medias obtenidas del peso humedo de los pellets y peso seco en la

inflamacion crénica

Media
Peso humedo Salina 0.08406 g
Hidrocortisona 0.07253 g
Extracto 0.12548 g
Peso seco Salina 0.02048 g
Hidrocortisona 0.01365 g
Extracto 0.02773 g

Se muestran las medias obtenidas para cada grupo, el peso del pellet cuando el
raton estaba recién sacrificado y el peso seco después de permanecer los pellets
7 dias a 37 °C.

El método por granuloma es empleado para evaluar la exudacion y proliferacion
de componentes de la inflamacion cronica, el peso seco del pellet es igual a la
cantidad de tejido granulomatoso formado alrededor del cuerpo extrafio, como se
observa en las medias tanto el resultado del pellet hUmedo como el pellet seco es
el mas alto de incluso que la media del grupo de la solucién salina lo que nos
indica que el extracto no actia como un desinflamante del cual se espera la

inhibicion de los componentes de la inflamacion crénica
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Tabla 6. Valores de significancia del peso humedo y peso seco de los pellets
de la hierba del sapo en la inflamacién cronica

Sig
Peso hiumedo Extracto Salina 0.001
Hidrocortisona 0.001
Peso seco Extracto Salina 0.002
Hidrocortisona 0.001

Con una a= 0.05. Se muestra la significancia que existié entre en el peso hiumedo

y peso seco entre la hierba del sapo y la solucién salina e hidrocortisona.

Tabla 7. Medias obtenidas en las pruebas de nitritos, peroxidacion y

ceruloplasmina en la inflamacién crénica

Media
Nitritos Salina 0.912 mg/mL
Hidrocortisona 0.85 mg/mL
Extracto 0.543333 mg/mL
Peroxidacion  salina 18.2425 pg/L
Hidrocortisona 17.65 ug/L
Extracto 14.29333 pug/L
Ceruloplasmina Salina 43.2 mg/dL
Hidrocortisona 41.4 mg/dL
Extracto 36.9 mg/dL

En esta tabla se muestra la media obtenida para nitritos y peroxidacion lipidica
gue representan la presencia de mediadores activados en el proceso de
inflamacion, también se observa la media de ceruloplasmina que es el reactante
de fase aguda positivo activado para contrarrestar los radicales libres en el
proceso de inflamacion. Observando con la media mas baja corresponde al

extracto etandlico.
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Tabla 8. Valores de significancia en las pruebas realizadas de nitritos,

peroxidacién y ceruloplasmina en la inflamacion cronica

Sig
Nitritos Extracto Salina 0.592
Hidrocortisona| 0.669

Peroxidacion Extracto Salina 0.64
Hidrocortisona| 0.667
Ceruloplasmina Extracto Sglina _ 0.434
Hidrocortisona| 0.618

Con una a= 0.05. A pesar de que el extracto etandlico obtuvo una media menor a
la hidrocortisona y solucion salina en esta tabla se observa que no hay valor

significativo del extracto etandlico.

INFLAMACION AGUDA

Tabla 9. Medias obtenidas del grosor de las patas de los ratones en la

inflamacion aguda

Media
Salina 4.441667 mm
Grosor Indometacina 3.033333 mm
Extracto 4.233333 mm

Muestra las medias obtenidas en la medicion de la pata de los ratones,
observando que la media entre la solucion salina y la hierba del sapo tienen
valores similares, ambos alejados de la indometacina que presenta un valor de
3.03.
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Tabla 10. Valor de significancia de las medidas de las patas de los ratones

en la inflamacion aguda

Sig
Grosor Extracto Salina 0.526
Indometacina 0.001

Con una a 0.05, se observa que el extracto de la hierba del sapo se comporta
como la solucion salina (control negativo) es decir no presenta efecto
antiinflamatorio en fase aguda, ya que el valor de significancia entre el extracto y
salina es de 0.526, mientras que para el extracto y la indometacina el valor de
significancia es 0.01, es decir existe una diferencia entre ambos porque el
extracto etandlico de la hierba del sapo no presenta efecto antiinflamatorio como

la indometacina.
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VIII. DISCUSION DE RESULTADOS

Se decidio realizar la extraccion de la hierba del sapo (Eryngium heterophyllum)
utilizando un disolvente organico, etanol, el cual es un disolvente de alta polaridad
frecuentemente ocupado ademas del agua en estudios realizados a plantas con
factibles propiedades medicinales, debido a que es un disolvente muy polar, la
probabilidad de extraer el mayor nimero de principios activos es mayor que con
un disolvente de polaridad baja o media. Ademas se realiz6 en condiciones a
temperatura ambiente con agitacion cada 24 horas, se evité el calentamiento con
la finalidad de que algun principio activo sufriera degradacion si existieran

compuestos termolabiles.

Se decidio evaluar la actividad hipoglucemiante la cual no ha sido estudiada en
otros trabajos farmacologicos realizados a la hierba del sapo, pero que
estadisticamente se sabe la enfermedad diabetes mellitus es una enfermedad
colocada dentro de los tres primeros lugares de mortalidad en México. La
inflamacion es un proceso que se presenta cotidianamente como el mecanismo
de defensa y reparacion ante algun agente nocivo, esta actividad tampoco ha sido
evaluada anteriormente a la hierba del sapo; ambas actividades provienen del

conocimiento empirico de la poblacion que consume plantas medicinales.

Para comprobar la actividad farmacologica como planta con actividad
hipoglucemiante, se utiliz6 un modelo en ratones que consiste de 4 grupos de
seis ratones cada uno en donde se tiene el grupo negativo, los grupos positivos y
el grupo en el que se determina la actividad de la planta (hierba del sapo) los
controles positivos son farmacos Tolbutamida y Glibenclamida, los cuales
pertenecen al grupo de las SU de primer y segunda generacién, ambos
medicamentos son de primera eleccién en el tratamiento de DM 2 segun el
cuadro basico de salud. La Tolbutamida de primera generacién; tiene una accion
corta, mientras que la Glibenclamida de segunda generaciéon, es de absorcion
lenta y tiene una respuesta prolongada. Tolbutamida y Glibenclamida son

medicamentos alOpatas de los que se conoce su farmacologia, medicamentos
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con los cuales los ratones debian presentar disminucion en la lectura de glucosa,
efectivamente como se muestra en la tabla 1 las medias en cada tiempo y
posteriormente en la tabla 2 se muestra la significancia entre los grupos, se
comprueba que el extracto etandlico de la hierba del sapo tiene un
comportamiento similar a la solucién salina (control negativo) con lo que se
confirma que el extracto etandlico de la hierba del sapo no tiene efecto
hipoglucemiante.

Para comprobar el efecto antiinflamatorio de la hierba del sapo se realizdé un
modelo en ratones para inflamacion crénica y otro para inflamacioén aguda.

Para el caso de la actividad antiinflamatoria cronica, en el que también se
ocupa un modelo de ratones a los que se les introdujo un pellet (que funciona
como el agente extrafio que provoca la inflamacién en el ratén) por siete dias en
los cuales se administré hierba del sapo y se monitoreo, no se observa ninguna
baja de ratones, tampoco se muestra cambio en el comportamiento de los
ratones como ansiedad, fatiga, aletargamiento, lo cual indica que la dosis no es
toxica, se realizaron las pruebas de nitritos, peroxidacion, que son mediadores
desencadenados a partir en este caso del cuerpo extrafio (pellet) y la
ceruloplasmina, que es el reactante de fase aguda positiva que se produce en
defensa de los radicales libres, los tres funcionaron como marcadores de
inflamacion crénica para determinar si el extracto etandlico de la hierba del sapo

presentaba efecto antiinflamatorio.

La tabla 7 representa las medias y en la tabla 8 los valores de la significancia
entre cada prueba con respecto a la hierba del sapo. En la tabla 8 observamos
gue ningun valor es significativo, la hierba del sapo se comporté como la solucién

salina.

En la actividad antiinflamatoria aguda se produjo inflamacién en la pata
izquierda de los ratones con carragenina y se trato un grupo con indometacina,
medicamento alopatico del que se conoce la actividad farmacoldgica, el cual es

un desinflamante no esteroideo, el otro grupo tratado con solucién salina y el
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ultimo con la hierba del sapo. A simple vista midiendo las patas de cada grupo de
ratones no se observd disminucion en la inflamacion del grupo tratado con la
hierba del sapo, los resultados obtenidos por el programa estadistico que se
muestran en la tabla 9 con las medias y la tabla 10 con el valor de significancia
se observa que la hierba del sapo se comporta como la solucién salina (control
negativo), es decir no presenta efecto antiinflamatorio como lo muestra la

indometacina (control positivo).

La hierba del sapo es muy famosa porque ha sido estudiada por el Dr. Estrada
desde hace 22 afios, comenta que la hierba del sapo que él ha probado en
pacientes voluntarios no es la que se encuentra en el campo, la hierba del sapo
ha sido modificada genéticamente obteniendo un 50 % mas de actividad. Por lo
gue en el estudio realizado en la presente tesis a pesar de no ocupar la hierba
del sapo que el Dr. Estrada ha modificado, la hierba del sapo utilizada para el
estudio debié haber mostrado algun resultado en las actividades evaluadas por

minima que fuera la concentracion de los principios activos.

De acuerdo a la revision bibliogréfica, la ausencia de actividad hipoglucemiante y

antiinflamatoria puede tener relacion con:

1. El consumidor que asegura haber obtenido una cura para la diabetes o como
antiinflamatorio no ha llevado un tratamiento exclusivamente con hierba del sapo,
posiblemente lleve una dieta que en el caso del diabético es basica para
controlar sus niveles de azucar, la cual este provocando el efecto
hipoglucemiante.

2. Debido a que la automedicacion es un problema general en el pais y ademas
las plantas no son consideradas por muchas personas como medicamentos,
existe la posibilidad que la ingesta de la hierba del sapo haya sido a la par de
algun medicamento aldpata.

3. Las condiciones y lugar de recoleccion de la hierba del sapo. El Dr. Estrada
comenta que es una planta que se tiene en Chapingo y se ha modificado

genéticamente, la Hierba del Sapo que se ocup0 en este trabajo, se recolect6 en
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el estado de Chihuahua por lo que hay una diferencia notoria de la altitud, latitud,
condiciones del ambiente, y la temporada de recoleccion esta fue recolectada en

tiempo de lluvias.

Es dificil realizar una comparacion de la actividad entre la hierba del sapo
estudiada en la tesis y la hierba del sapo mencionada por el Dr. Estrada por falta
de reportes de evaluacion farmacolégica que haya realizado con la hierba del
sapo, seria muy interesante, saber desde la recoleccion, el tipo de estudio que
ha realizado para la confirmacion de la cura o solo funciona como un auxiliar en

el tratamiento de las enfermedades mencionadas.
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IX. CONCLUSIONES

El extracto etandlico de la hierba del sapo recolectada en el estado de
Chihuahua en temporada de lluvias no demostr6 tener actividad
hipoglucemiante a una dosis de 80 mg / Kg a pesar de que los lugarefios
la conocen como una planta medicinal.

La hierba del sapo demostré no tener actividad antiinflamatoria a nivel
agudo en dosis de 150 mg / Kg y crénico a una dosis de 100 mg / Kg,
confirmando por las pruebas realizadas de ceruloplasmina, nitritos y

peroxidacion, las cuales no mostraron valor significativo.
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X. PROPUESTA

Lo ideal seria realizar un estudio comparativo bajo las mismas condiciones
de evaluacién con la hierba del sapo recolectada en el estado de

Chihuahua y la usada en Chapingo.
Extraer la hierba del sapo en medio acuoso a reflujo que es lo que se

asemeja al modo de uso en la poblacion y evaluar la actividad

hipoglucemiante y antiinflamatoria.
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