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1. Resumen

El objetivo principal de este trabajo, fue la evaluacion del extracto etandlico de
la raiz de tejocote, Crataegus mexicana, utilizado por algunas personas como
hipoglucemiante. Se utilizaron 36 ratones divididos en grupos de 6, el primero
conformado por control negativo que fue solucion salina; tres grupos con dosis de
25, 50 y 100 mg/Kg de peso, respectivamente y dos controles positivos utilizando
Glibenclamida 0.8 mg/Kg y Tolbutamida 40 mg/Kg de peso. Los extractos,
farmacos y solucion salina se administraron via oral con sonda gastrica después
de medir glucosa basal, de la punta de la cola del ratén, a tiempo 0. Se indujo
hiperglucemia temporal mediante la administracion subcutanea de glucosa 50%
diluida 1:10 y administrada a dosis de 2 g/Kg de peso, a tiempo 0 y después a 60
minutos. Se midié glucosa cada 60 minutos por 4 horas.

Ademas de evaluar el efecto hipoglucemiante se evaluaron posibles efectos
adversos y disminucion de peso, realizando la administracion del extracto, via oral
con sonda gastrica, durante 21 dias, se colectaron muestras de sangre, se separé
el suero para realizar pruebas de ceruloplasmina y nitritos. También se
diseccionaron 6rganos: corazon, higado, rilones y bazo, para observar sus
caracteristicas macroscoépicas, se determinaron indices peso érgano/peso ratén
para confirmar dafio en algun organo. Se realizo el andlisis estadistico de los
datos y para nitritos, ceruloplasmina, indices de 6rganos y disminucion de peso,
no se encontraron diferencias significativas, para grupos de tratamiento y de
control. El extracto a 100 mg/Kg, causo efectos adversos; provoco ileo paralitico
en 2 ratones causando su muerte, y en un ratébn de 50 mg/Kg, provoco el ileo
paralitico temporal puesto que el raton se recuperd 14 horas después. En la
evaluacion del efecto hipoglucémico se encontraron diferencias significativas en
los niveles de glucosa a partir del minuto 60 y hasta el minuto 180; el extracto a
dosis de 100 mg/Kg ejercio un efecto rapido pero no fue prolongado, el extracto a
dosis de 50 mg/Kg tuvo un efecto hipoglucémico mantenido a lo largo del ensayo y
finalmente a dosis de 25mg/Kg el efecto hipoglucémico se prolongé pero fue muy
lento para bajar los niveles de glucosa desde el inicio del ensayo.
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Evaluacion del efecto hipoglucemiante del extracto etandlico de raiz de tejocote
Crataegus mexicana en ratones CD1.
2. Introduccion

La Diabetes Mellitus (DM) es un sindrome que afecta cada vez a mas personas
de todos los paises en el mundo. La clasificacién de acuerdo a la NOM-015-SSA2-
2010" se refiere principalmente a Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1) o
insulinodependiente, Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) o no insulinodependiente y
Diabetes gestacional. En México son limitados los datos basados en experiencias
de pacientes diabéticos que practican el uso de plantas con o sin tratamiento
farmacoldgico, generalmente este tipo de pacientes son diagnosticados con DM2.
Algunos de estos pacientes, buscan otras opciones que sustituyan los
medicamentos, utilizando plantas medicinales, con lo cual llegan a producir
severas complicaciones llegando a la hospitalizacion.?

Si bien el tratamiento de plantas para tratar algunos padecimientos data ya de
algunos afos, el uso de la especie Crataegus mexicana para tratar DM2, es
referida en algunos articulos pero su conocimiento acerca de la toxicidad que
presenta aun no se ha estudiado a detalle.’

El presente trabajo tiene como finalidad la evaluacién del efecto hipoglucemiante
del extracto etandlico de la raiz de tejocote Crataegus mexicana, en ratones con
hiperglucemia temporal; ya que la raiz de tejocote suele ser empleada por algunos
pacientes con DM2 como tratamiento complementario para estabilizar sus niveles
de glucosa.

También se pretende evaluar los posibles efectos adversos después de la

administraciéon oral a determinado periodo de tiempo, al observar dafio en algun

~2~
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organo y alteracién en el comportamiento de los ratones si se llegaran a presentar

y poderlo documentar.
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3. Marco teorico
3.1 Crataegus mexicana
Crataegus mexicana antes denominada Crataegus pubescens, es conocida
comUnmente como tejocote, manzanillo, manzanilla, chisté, espino blanco® siendo
su clasificacion taxonémica:
Reino: Plantae
Orden: Rosales
Familia: Rosaceae
Subfamilia: Maloidae
Género: Crataegus

Especie: mexicana>®

Fig.3.1aFruto de Crataegus mexicana Fig.3.1b Arbol de Crataegus mexicana

3.1.1 Origen y distribucién

Crataegus mexicana es nativa de México. Es posible encontrarla desde México
hasta Centroamérica incluyendo al Ecuador. En México se encuentra de San Luis
Potosi a Jalisco, en Veracruz y Chiapas, a una altitud de 1,200 a 3,000 m. En
Tlaxcala se le encuentra en barrancas, linderos de terrenos y cultivada en huertos
familiares sobre todo en el Parque Nacional La Malintizi, Valle de Tlaxcala y sierra

de Tlaxco.*
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Esta especie de las montafias de México alcanza 4,5-9m de alto, es un &rbol
espinoso; sus hojas estan toscamente dentadas y son de color verde oscuro con
el envés velloso. Produce racimos de flores blancas con estambres rosas a
mediados de la primavera, seguidos en otofio de grandes frutos comestibles’ de
color amarillo-anaranjado como pequefias manzanas, sus semillas son lisas y de
color café.?

3.1.2 Usos

De la especie Crataegus mexicana se emplean la raiz, ramas, hojas, fruto y
flores como remedios herbolarios; estos contienen flavonoides, glucidos, acidos
orgénicos, pectinas, resinas y taninos. El fruto hervido suele ser empleado para
tratar algunas enfermedades respiratorias como la tos, pulmonia, bronquitis y
resfriado. También es til en algunas enfermedades del aparato digestivo
como diarrea, amibas, dolor de estbmago y en casos de disenteria; donde se
utiliza la coccién de las hojas y la corteza, administrada por via oral.?

La coccién de hojas también se prescribe para adelgazar, mejorar la circulaciéon
coronaria, moderar las contracciones del corazén en caso de taquicardia, como
diurético y antiespasmédico. Ademas, la raiz se usa como antidiabética, en
coccién, machacada y remojada en alcohol.?

En algunas otras especies de Crataegus sp, se han encontrado concentraciones
altas de flavonoides, a las que se refiere como los principales compuestos
capaces de ejercer algun efecto terapéutico distinto a efecto hipoglucemiante. Se
describen efectos antioxidantes,>*° reduccién de los problemas cardiovasculares™

y como hipotensivo®! capaz de disminuir la presion sistélica y diastélica.
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3.1.3 Tratamiento complementario de la Diabetes Mellitus tipo 2.

Alrededor de 1200 plantas han sido utilizadas en el tratamiento complementario
de la DM2 de los cuales, poco mas de la mitad han demostrado su efecto
hipoglucemiante mediante estudios farmacolégicos; se ha determinado también el
mecanismo de accion, efectos téxicos, cuales son sus compuestos activos y parte
de la planta que muestra un mejor efecto. Desafortunadamente no todas estas
plantas pueden ser usadas para el tratamiento de DM2 puesto que, un 30% de
todas estas plantas se reportan como téxicas, Crataegus mexicana es usada para
el tratamiento pero no se reporta que parte de la planta se usa, en que dosis y su
toxicidad esta aun en duda.®

De una recopilacion de articulos publicados en México se encontraron 306
especies de plantas agrupadas, la mayor parte de ellas, en 6 familias; Crataegus
mexicana no esta incluida dentro de esas 6 familias y aunque la raiz en infusion se
enlista como planta mexicana con efecto hipoglucémico, no hay descripcion de
alguin ensayo realizado para comprobar ese efecto. 2

Ahora bien, debido a que el uso de plantas no esta restringido, y el uso de éstas
gueda a criterio de cada persona, en el estado de Morelos de un total de 259
personas encuestadas un porcentaje de 65.6% usan plantas medicinales, siendo
recomendadas por un amigo o por personas que se dicen conocedoras de
remedios herbolarios. En la mayoria de los casos se usa nopal, prodigiosa y
tronadora como hipoglucemiantes, ademas de que se considera el uso de la raiz
de tejocote en infusion como tratamiento para DM2, mas s6lo un paciente reporta

su uso.®®
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3.1.4 Crataegus mexicana para disminuir peso.

En nuestro pais son muy comercializados productos para bajar de peso, con
venta libre al publico. De 40 productos analizados, en forma de polvos,
comprimidos o capsulas, se dan a conocer 75 especies de plantas que son usadas
para bajar de peso “de manera rapida y segura’. Entre algunas de estas se
encuentra a Crataegus mexicana.'* También hay combinaciones de extracto de
raiz de nopal, raiz de lima, raiz de tejocote, hojas de limén, pinglica en té que es
usado para adelgazar.’ Y capsulas que ayudan a reducir el peso, cuyo contenido
es la raiz de tejocote, raiz de lima, malabar, hoja de pingtica, zacate de limon,

tlaichamin.®
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3.2 Diabetes Mellitus
La Diabetes Mellitus (DM) ocupa el primer lugar en nimero de defunciones por

afio, en México, tanto en hombres como en mujeres las tasas de mortalidad
muestran una tendencia ascendente en ambos sexos con mas de 70 mil muertes y
400,000 casos nuevos anuales.
3.2.1 Definicién

Se denomina diabetes a la enfermedad sistémica, crénico-degenerativa, de
caracter heterogéneo, con grados variables de predisposicién hereditaria y con
participacion de diversos factores ambientales, y que se caracteriza por
hiperglucemia cronica debido a la deficiencia en la produccién o acciéon de la
insulina, lo que afecta al metabolismo intermedio de los hidratos de carbono,
proteinas y grasas. Se consideran como sintomas clésicos de la diabetes, a la
poliuria (micciones frecuentes), la polidipsia (sed constante), la polifagia (hambre)
y la pérdida de peso.*
3.2.2 Clasificacion
3.2.2.1 Diabetes Mellitus tipo 1

(DM1) Es el tipo de diabetes en la que existe destruccion de células beta de los
islotes de Langerhans del pancreas, generalmente con deficiencia absoluta de
insulina. Los pacientes pueden ser de cualquier edad, casi siempre delgados y
suelen presentar comienzo abrupto de signos y sintomas con insulinopenia antes
de los 30 afios de edad.
3.2.2.2 Diabetes Mellitus tipo 2

(DM2) Tipo de diabetes en la que se presenta resistencia a la insulina y en forma

concomitante una deficiencia en su produccion, puede ser absoluta o relativa. Los

~8~
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pacientes suelen ser mayores de 30 afios cuando se hace el diagndstico, son
obesos y presentan relativamente pocos sintomas clasicos.*
3.2.2.3 Diabetes gestacional

Es la alteracién en el metabolismo de los hidratos de carbono que se detecta por
primera vez durante el embarazo, ésta traduce una insuficiente adaptacion a la
insulinorresistencia que se produce en la gestante.®
3.2.3 Manifestaciones clinicas
3.2.3.1 Complicaciones agudas
3.2.3.1.1 Hiperglucemia
Cuando las cifras altas de glucosa exceden el umbral renal para resorcion de
glucosa sobreviene glucosuria (glucosa en orina). Esto causa una diuresis
osmoética que se manifiesta por poliuria, incluso nicturia. Hay deshidratacion, lo
gue estimula la sed que suscita polidipsia. La glucosuria puede producir una
pérdida importante de calorias y también de peso. La hiperglucemia que no se
controla se acompafia de polifagia. Las tres “poli” de la diabetes-poliuria,
polidipsia, polifagia- son sintomas de presentacion frecuentes tanto en pacientes
con DM1 como en aquellos con DM2 sintomaticos.
Las concentraciones altas de glucosa aumentan la osmolaridad plasmatica y los
cambios en el contenido de agua del cristalino pueden provocar visién borrosa.*’
3.2.3.1.2 Cetoécidosis diabética
Una pérdida profunda de la actividad de la insulina lleva no solo al aumento de las
cifras séricas de glucosa debido al incremento de la produccion hepatica de
glucosa y decremento de la captacién de glucosa por tejidos sensibles a insulina,

sino también a cetogénesis. En ausencia de insulina, se estimula la lipdlisis, o que
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proporciona acidos grasos gue se convierten en cuerpos cetdnicos en el higado
por accién del glucagon. En diabéticos con DM1 suceden hiperglucemia y
cetoacidosis profunda; en la DM2 también puede ocurrir, en especial durante
infecciones, traumatismo grave, u otras causas que aumenten el estrés y con ello
la concentracion de hormonas contrarreguladoras que inhiben la accion de la
insulina.

El incremento de la cetogénesis originado por la falta de accion de la insulina
causa concentraciones séricas aumentadas de cetonas y cetonuria (cetonas en
orina). El acetoacetato y el B-hidroxibutirato, son los principales cuerpos ceténicos
producidos por el higado, son acidos organicos que suscitan acidosis metabdlica,
lo cual reduce el pH de la sangre y el bicarbonato sérico. Se estimula la
respiracion, lo que compensa en parte la acidosis metabdlica al disminuir la
presion de diéxido de carbono (PCO,). Aunque la cetona es producto menor de la
cetogénesis, su olor a fruta puede detectarse en el aliento durante la cetoacidosis
diabética. *’

La cetoacidosis diabética suele acompafiarse de nauseas y vOmitos, lo que
contribuye a deshidratacion adicional. Ademas del agua se pierde sodio (Na*), las
reservas corporales totales de potasio (K*) también se reducen por la diuresis y los
vomitos y en algunos casos fosfato; que se reemplazan con agua, electrolitos (Na*
y K*) y administracién de insulina.*’

3.2.3.1.3 Coma hiperosmolar

En DM2 pueden ocurrir estados hiperosmolares graves en ausencia de

cetoacidosis. Estos episodios se precipitan por reduccién en la ingesta de liquido,
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como ocurre en pacientes de edad avanzada que carecen de suficiente acceso a
liquidos (agua) y tienen funcién renal anormal que obstaculiza la depuracion de
carga de glucosa excesiva. La deshidratacion profunda sucede en respuesta al
aumento notorio de la osmolaridad plasmatica. Una pérdida grave del liquido
intracelular en el cerebro lleva a coma; este ultimo ocurre cuando la osmolaridad
plasmatica efectiva alcanza 340 mosm/L (normal: 280 a 295 mosm/L).

Debido a que no presentan cetoacidosis y sus sintomas, los pacientes se
presentan en etapas mas avanzadas cuando ya hay hiperglucemia vy
deshidratacion mas profundas; las concentraciones de glucosa van de 800 a 2400
mg/dL, por consiguiente la osmolaridad efectiva excede los 340 mosm/L, lo que da
lugar a una incidencia mas alta de coma. *’

3.2.3.1.4 Hipoglucemia

La hipoglucemia es una complicacién del tratamiento con insulina tanto en la DM1
como DM2, pero también puede suceder con hipoglucemiantes orales que
estimulan la secrecién de la insulina. La hipoglucemia a menudo ocurre durante el
ejercicio o con el ayuno. Las concentraciones bajas de insulina promueven la
movilizacion de sustratos de combustibles mediada por hormona
contrarreguladora, aumento de la produccién hepética de la glucosa e inhibicién
del procesamiento de glucosa en tejidos sensibles a insulina.

Los sintomas iniciales de hipoglucemia suceden como consecuencia de liberaciéon
de catecolaminas (temblor, sudoracién, palpitaciones). A medida que la glucosa
disminuye mas, también ocurren sintomas neuroglucopenicos, por los efectos
directos sobre la funcion del Sistema Nervioso Central (SNC (confusién, coma).

Un grupo caracteristico de sintomas (sudores nocturnos, pesadillas, cefalalgias
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matutinas) también acompafia a episodios de hipoglucemia que suceden durante
el suefio (hipoglucemia nocturna). *’

3.2.3.2 Complicaciones cronicas

Con el tiempo, la diabetes origina dafio y disfuncion en mudltiples sistemas. La
enfermedad vascular es una causa importante de muchas de las secuelas de esta
enfermedad. Tanto en la enfermedad micro vascular (retinopatia, nefropatia,
neuropatia), como la enfermedad macro vascular (arteriopatia coronaria,
vasculopatia periférica), contribuyen a la morbilidad y mortalidad altas que se
vinculan con esta enfermedad. *’

3.2.3.2.1 Enfermedad micro vascular

3.2.3.2.1.1 Retinopatia diabética

La DM es la causa principal de ceguera entre adultos, la retinopatia diabética esta
presente después de los 20 afios en personas con DM1 y en menor frecuencia en
aquellas con DM2, ocurre en dos etapas no proliferativa y proliferativa.

La retinopatia no proliferativa suele suceder en las DM1 y DM2. Los
microaneurismas de los capilares retinianos, que aparecen como manchas
pequefias de color rojo, son el signo mas temprano detectable (retinopatia de
fondo). La grasa que ha escapado desde las paredes capilares muy permeables
aparecen como manchas brillantes de color amarillo con bordes bien definidos
(exudados duros), formando un anillo alrededor del area de fuga. La aparicién de
exudados duros en el area de la macula a menudo se relaciona con edema
macular, que es la causa mas frecuente de deterioro visual. Conforme progresa la
retinopatia los signos de isquemia, en retinopatia de fondo, empeoran (etapa

preproliferativa). La oclusion de capilares y de arteriolas terminales causa areas de
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isquemia retiniana que aparecen como areas de color amarillo nebulosas, con
bordes poco definidos (manchas de algodén en rama o exudados blandos) en
areas de infarto. Puede ocurrir hemorragia retiniana y las venas retinianas
presentan dilatacion segmentaria. *’

La retinopatia puede progresar a una segunda etapa mas grave, caracterizada por
la proliferacion de vasos nuevos (retinopatia proliferativa). La neovascularizacion
es mas prevaleciente en la DM1 que en la DM2 y es una causa importante de
ceguera.’’ La isquemia retiniana estimula la liberacién de factores de crecimiento,
que provocan la formacion de nuevos vasos, lo que puede condicionar
hemorragias masivas® aunque los capilares sean normales. La traccién entre las
nuevas redes fibrovasculares y el vitreo que llevan a hemorragia vitrea o
desprendimiento de retina, son dos causas potenciales de ceguera. *’

3.2.3.2.1.2 Nefropatia

La nefropatia diabética se produce sobre todo por funcidon glomerular alterada. Los
cambios histologicos en DM1 y DM2 son indistinguibles en los glomérulos. Las
membranas basales de los capilares glomerulares estan engrosadas y pueden
obstruir los vasos, el mesangio (tejido de sostén) que rodea los vasos
glomerulares esta incrementado por el depoésito de material parecido a la
membrana basal, y pueden ejercer presion sobre los vasos glomerulares; las
arterias glomerulares aferente y eferente también estan esclerosadas. *’

En etapas tempranas de la evolucion de la enfermedad existe microalbuminuria,
(una pérdida de albumina en la orina) que no puede detectarse mediante un

examen de orina con tira sumergible.
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Si las lesiones glomerulares empeoran, la proteinuria se incrementa y aparece
nefropatia manifiesta. La nefropatia diabética se define por la presencia de mas de
300 mg de proteina por dia, la proteinuria aumenta a medida que la funcién renal
se reduce. La presencia de hipertensién acelera el proceso, los pacientes con
DM2 a menudo ya tienen hipertension en el momento del diagnostico; los
pacientes con DM1 no presentan hipertension sino hasta después del inicio de la
nefropatia. *’

3.2.3.2.1.3 Neuropatia

Se define como la neuropatia somatica que afecta los nervios sensitivos y motores
voluntarios y puede corresponder a un dafio difuso (polineuropatia) o localizado en
un nervio (mononeuropatia). La neuropatia autonémica (visceral) se manifiesta por
diarrea, gastroparesia, vejiga neurogénica, disfuncién eréctii e hipotension
ortostética, entre otras complicaciones.’

Polineuropatia distal simétrica, la desmineralizacion de nervios periféricos, afecta
sobre todo nervios distales por lo general se manifiesta por pérdida sensorial
simétrica en la parte distal de las extremidades inferiores que va precedida por
entumecimiento, hormigueo y parestesias. Estos sintomas que avanzan en
direccién proximal también pueden ocurrir en manos. *’

Neuropatia autonémica, suele acompafar a la neuropatia periférica simétrica,
puede afectar todos los aspectos del sistema nervioso autbnomo, de manera mas
notoria los que incluyen sistema cardiovascular, genitourinario y gastrointestinal. *’
Mononeuropatia y mononeuropatia mdaltiple, el inicio repentino, por lo general
doloroso, de pérdida motora en pares craneales o nervios periféricos aislados

(mononeuropatia) o en nervios aislados multiples (mononeuropatia maltiple). Se
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cree que la oclusion vascular y la isquemia tienen una funcién fundamental en la
patogenia de estas neuropatias focales asimétricas que por lo regular son de
duracion limitada y ocurren con mayor frecuencia en la DM 2. %

3.2.3.2.2 Enfermedad macrovascular

La enfermedad macrovascular aterosclerética ocurre con frecuencia aumentada y
da lugar a la incidencia de infartos de miocardio, apoplejia y gangrena de las
extremidades inferiores.

3.2.3.2.2.1 Hipertension

Sucede con frecuencia aumentada en las DM1 y DM2, y se relaciona con el
incremento del contenido de Na® extracelular corporal, originando expansion de
volumen y supresion de renina. En DM1 la hipertension ocurre después del inicio
de la nefropatia, cuando la insuficiencia renal altera la capacidad para excretar
agua y solutos. En la DM2 la hipertension esta presente en el momento del
diagnéstico, en individuos de mayor edad, obesos o con resistencia a la insulina. *’
3.2.3.2.2.2 Hipertrigliceridemia

La principal anormalidad de lipidos en las DM1 y DM2 mal controladas, es la
hipertrigliceridemia y que se debe a un aumento de las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL). Las lipoproteinas de baja densidad (LDL) también suelen estar
elevadas y disminuido el nivel de lipoproteinas de alta densidad (HDL). Las
concentraciones de VLDL estdn aumentadas debido a la accién insuficiente de la
insulina en el tejido adiposo. La hipertrigliceridemia, el colesterol HDL bajo, y el
colesterol LDL alto son factores de riesgo para aterosclerosis. El tratamiento con
insulina corrige anormalidades de lipoproteinas en la DM1. En contraste, el

tratamiento de la hiperglucemia por lo regular no normaliza perfiles de lipidos en

~ 15 ~



Maribel Olvera Garcia

individuos con DM2, resistentes a insulina, obesos, a menos que se acomparfe
con reduccién de peso. !’

3.2.3.2.3 Ulceras e infeccién

Las ulceras ocurren en 15% de los diabéticos y llegan a ocasionar amputaciones.
Las ulceras llegan a producirse por lesiones insensibles debido a polineuropatia
simétrica, debidas a que la sensacion de vibracién o presion en el pie esta
disminuida o la falta de reflejos en el tobillo; por enfermedad macrovascular o
microvascular o por infecciones causadas por alteraciones de la funcién de
neutrofilos e insuficiencia vascular.

Las infecciones llegan a presentarse porque la quimiotaxis de neutréfilos y la
fagocitosis son defectuosas en la DM mal controlada. La inmunidad mediada por
células también puede ser anormal. M&s aun las lesiones vasculares pueden
obstaculizar el flujo sanguineo, lo que impide que las células inflamatorias lleguen
a heridas u otros posibles sitios de infeccién. Las infecciones producidas por
Candida albicans, enfermedad periodontal llegan a ser las mas frecuentes en

pacientes diabéticos.’
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3.2.4 Tratamiento

La terapéutica de la diabetes se centra en tres objetivos intimamente
relacionados:

# mejorar la utilizacion de la glucosa y otros nutrientes en los tejidos

(aminoacidos, glicerol, &cidos grasos y cuerpos cetdnicos)

L

normalizar al maximo posible los niveles de glucemia sin perturbar de
manera notable el estilo de vida del paciente
# ajustar una dieta de acuerdo a las necesidades vitales de cada paciente.
3.2.4.1 Sulfonilureas
Son farmacos derivados de las sulfamidas, en los cuales la estructura
sulfonilurea constituye el grupo esencial de la actividad hipoglucemiante. A corto
plazo, las sulfonilureas provocan la liberacion de insulina preformada en las
células B de los islotes de Langerhans del pancreas porque aumentan su
sensibilidad a la glucosa. Algunos ejemplos de ellos son:
Acetohexamida, Tolbutamida, Tolazamida, Clorpropamida, Glibenclamida,
Glibornurida, Gliclazida, Glimepirida, Glipentida, Glipizida, Gliquidona.®
3.2.4.1.1 Tolbutamida
Es un farmaco que se absorbe bien, pero se metaboliza demasiado rapido en el
higado. *° La duracion del efecto es de 6-12 horas, la dosis diaria va de 500-3000

mg y la eliminacién renal es de 100%."®
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3.2.4.1.2 Glibenclamida
La absorcion de este farmaco es rapida y total después de la administracion

oral. Se alcanza el nivel maximo en suero en 1-2 horas,? la duracién del efecto va
de 10-24 horas®®, se inicia con 2.5-5 miligramos al dia.?
3.2.4.2 Biguanidas

Son derivados biguanidicos de los que el Unico aceptado es la metformina,
debido a que aumenta el metabolismo de la glucosa en los tejidos, en particular de
la glucdlisis anaerobia, reduccion de la gluconeogénesis hepéatica e inhibicién de la
absorcion de glucosa, aminoacidos y otros compuestos a nivel intestinal.*®
3.2.4.3 Tiazolidinedionas

Son farmacos hipoglucemiantes que se caracterizan por sensibilizar o
incrementar la accion de la insulina sin que aumente su secrecion, por lo que son
Gtiles en situaciones en que se desarrolla resistencia a la insulina. La troglitazona
es el mas estudiado, seguido de la pioglitazona y la ciglitazona. La troglitazona
aumenta la captacién de glucosa por parte de algunas células y la fijacién de la
insulina a membranas.*®
3.2.4.4 Inhibidores de a glucosidasas

Para que los carbohidratos de la dieta se absorban, deben ser hidrolizados en
monosacaridos en el tubo intestinal. Los polisacaridos, oligosacaridos vy
disacéaridos son transformados en monosacaridos mediante la hidrdlisis producida
por las a-glucosidasas, glucoamilasa, sacarasa, maltasa e isomaltasa, que se
encuentran en la superficie luminal de las microvellosidades intestinales, estando

su maxima concentracion en el tercio superior del duodeno desde dénde
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desciende progresivamente hasta el ileon. La inhibicion de las a-glucosidasas
reducira la formacion de monosacaridos y, consiguientemente, la disponibilidad de
la glucosa y otras hexosas para ser absorbidas en el intestino.*®
3.3 Pancreas

El pancreas enddcrino esta compuesto de nidos de células (islotes de
Langerhans) que se distribuyen en todo el pancreas exocrino. Estos islotes
constituyen solo el 1% del total del pancreas. Cada una de los tipos de célula de
los islotes sintetiza un producto secretor diferente. Las células 3 secretoras de
insulina son el tipo de célula predominante, producen insulina. La mayor parte del
resto de las células de los islotes, células o secretoras de glucagon y células
d secretoras de somatostatina, secretan hormonas que contrarrestan los efectos
de la insulina.'’
3.3.1 Sintesis de insulina

La insulina es un polipéptido de 51 aminoécidos, 5.8 kiloDalton (kD), sintetizado
preferentemente por las células  del pancreas. Consta de dos cadenas, la A con
21 aminoacidos y la B con 30, unidas entre si por dos puentes disulfuro; la cadena
A tiene ademas otro puente disulfuro entre sus aminodcidos 6 y 11.'® El precursor
de la insulina, la preproinsulina (11.5 kD), se sintetiza en los ribosomas y entra al
reticulo endoplasmico de las células B, donde enzimas microsémicas la dividen
con prontitud para formar proinsulina (9 kD). La proinsulina, que consiste en
cadenas A y B unidas por un péptido C de 31 aminoacidos, se transporta al
aparato de Golgi, donde ese traduce en vesiculas secretoras. Mientras se

encuentra en la vesicula secretora, la proinsulina es divida en dos sitios para
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formar insulina (51 aminoacidos) y el fragmento péptido C. En consecuencia, la
secrecion de insulina se acomparia de una secrecién equimolar de péptido C y de
pequefias cantidades de proinsulina que escapan a la division.’

La liberacion de insulina en el pancreas estd sometida a multiples factores de
regulacion, quimicos, nerviosos y hormonales pero, como es légico, son las
modificaciones de los principales sustratos energéticos (glucosa, aminoacidos,
acidos grasos libres, cuerpos ceténicos) los que inducen modificaciones
inmediatas en la respuesta.'®
3.3.2 Regulacién de la secrecion

La glucosa es el estimulante fisiolégico primario de la liberacién de insulina. La
entrada de glucosa hacia las células B es facilitada por el transportador de glucosa
GLUT-2, que se encuentra en cantidades excesivas y permite el transporte
bidireccional de glucosa, lo que crea un equilibrio entre las concentraciones de
glucosa extracelular e intracelular. Una vez en la célula, el metabolismo de la
glucosa - mas que la glucosa en si — estimula la secrecién de insulina.*’

La glucocinasa, es una enzima con baja afinidad por la glucosa cuya actividad
estd regulada por esta ultima, controla el primer paso en el metabolismo de la
glucosa: fosforilacion de la glucosa para formar glucosa 6-fosfato. La glucélisis
origina un aumento del trifosfato de adenosina (ATP), que bloquea canales de K*
dependientes de ATP en la membrana de las células . La despolarizacién celular
resultante permite que entre Ca*", lo cual desencadena exocitosis de granulos que

contienen insulina.
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La secrecibn de insulina es inhibida por las catecolaminas y por la
somatostatina.’
3.3.3 Mecanismo de accién

La insulina ejerce sus efectos al unirse a receptores de insulina presentes sobre
la superficie de células blanco. Los receptores estan presentes en el higado,
musculo y la grasa. La unién de insulina a su receptor suscita activacion de una
region tirosina cinasa del receptor, y autofosforilacion de este dltimo. La activacidon
del receptor de insulina inicia una cascada de fosforilacion dentro de las células,
empezando con la fosforilacion de una red de proteinas de acoplamiento
(sustratos receptores de insulina, IRS) que captan y amplifican moléculas
emisoras de sefales torrente abajo, lo que por ultimo conduce a los efectos
biol6gicos de la insulina (translocacion del GLUT-4 hacia las membranas
plasmaticas de las células musculares y adiposas, para captar la glucosa del
torrente sanguineo; ademas de la activacién de la glucégeno sintasa).*’
3.3.4 Funciones de la insulina

La insulina media cambios del metabolismo de combustible mediante sus
efectos en higado, masculo y grasa. En estos tejidos, la insulina promueve el
almacenamiento de combustible y evita la desintegracion y liberacion de
combustible que ya se almacen6.’
En higado:

# Estimula sintesis y almacenamiento de glucogeno.

# Inhibe gluconeogénesis y glucogendlisis, no hay produccion de insulina.

# Promueve la formacién de precursores de acidos grasos, cuando estimula

la glucdlisis
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# Estimula lipogénesis

# Inhibe oxidacion de acidos grasos y produccién de cuerpos cetonicos.
En musculo:

# Promueve almacenamiento de glucosa al activar sintesis de glucégeno

# Estimula sintesis de proteinas.

En células adiposas:
# Inhibe la lipdlisis; se impide liberacion de acidos grasos, para la sintesis de
de cuerpos cetdnicos en higado.
3.3.5 Glucagon

El glucagon es un péptido de 29 aminoacidos que se produce en las células
o del pancreas mediante procesamiento proteolitico del proglucagon, proteina
precursora de mayor tamafio; que también se manifiesta en intestino y cerebro.’

El glucagon es la hormona primaria a la que se debe el incremento de las
concentraciones de glucosa, se libera durante estados de estrés y ayuno. Cuando
las células «, detectan una disminucién en la glucosa del cuerpo, liberan
glucagon.?

En contraste con la estimulacion de la secrecion de la insulina por la glucosa,
ésta ultima inhibe la secrecion de glucagon. Las hormonas contrarreguladoras,
como las catecolaminas y el cortisol aumentan la liberacion del glucagon.

El higado es el 6rgano blanco para la accién del glucagon, este ultimo se une a
receptores presentes sobre la superficie de los hepatocitos. Esta interaccion con el
receptor promueve la interaccién con una proteina G estimuladora que activa la

adenilil ciclasa, generando monofosfato de adenosina ciclico que activa a la
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proteina cinasa A, que entonces fosforila enzimas de las cuales depende la
actividad biol6gica del glucagon en el higado. Estos efectos provocan:

# Gluconeogénesis y glucogendlisis

# Estimulacion de oxidacion de acidos grasos y de la cetogénesis.

Los cuerpos cetdnicos generados son un combustible alternativo que el cerebro
puede emplear cuando no hay glucosa disponible.*’
3.3.6 Somatostatina

La somatostatina es una hormona producida por las células 5 de los islotes de
Langerhans en el pancreas, incrementa la glucosa plasmética mediante la
inhibicion de insulina, glucagon, hormona del crecimiento, entre otras.?* La
somatostatina ejerce sus efectos mediante una familia de receptores que se
acoplan a proteina inhibidora G, que se distribuyen de un modo especifico para
tejido. En el pancreas enddcrino se cree que la somatostatina actta por medio de

efectos paracrinos sobre las otras células de los islotes de Langerhans, lo que

inhibe la liberacion de insulina.’
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3.4 Higado
El higado es el 6rgano mas grande del cuerpo, situado debajo del diafragma en
la cavidad abdominal. Estd compuesto por células hepéticas denominadas
hepatocitos, este érgano se encarga de:
% Regular la composicion quimica de la sangre
# Metabolismo de lipidos (triglicéridos y colesterol)
# Metabolismo de carbohidratos (produccion de glucosa a partir de
glucogeno hepéatico, aminoacidos y acido lactico)

Sintetizar proteinas (albumina, proteinas plasmaticas de transporte,

b L

factores de coagulacion)
% Produce y segrega bilis
% Destoxifica la sangre (fagocitosis y alteracién quimica)?
3.4.1 Ceruloplasmina
La ceruloplasmina es una glucoproteina a, con contenido de cobre, que tiene
actividades enzimaticas (oxidasa de cobre, histaminasa y oxidasa ferrosa). Se
sintetiza en higado, donde seis a ocho &tomos de cobre, la mitad como iones
cuprosos (Cu®) y la otra mitad como iones cupricos (Cu®") estan unidos a una
apoceruloplasmina. Noventa por ciento o mas del cobre sérico total se encuentra
en la ceruloplasmina.?
El primer método analitico de determinacion de ceruloplasmina se baso en su
actividad de oxidasa de cobre. Actualmente se emplean métodos

inmunoquimicos, como la difusién radial y la nefelometria. %
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La concentracion sérica de ceruloplasmina aumenta en enfermedades de fase
aguda, embarazo, tumores, en procesos inflamatorios, infecciones, traumatismos y

necrosis tisular.?*
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3.5 Modelo experimental

El ratén de laboratorio es un roedor cuyo ancestro es el ratbn comun o raton

casero. Su taxonomia es:
Clase: Mamifera
Orden: Rodentia
= W . Suborden: Miomorfa
Familia: Muridae
Fig. 3.5 Rato6n de laboratorio Subfamilia: Murinae
Género: Mus
Especie: musculus®
3.5.1 Raton ICR: CD1

Este grupo de ratones es de origen suizo descendiente de ratones albinos, dos
machos y siete hembras, provenian de una cepa no endogamica. Fueron
importados del Instituto Rockefeller en 1926 desde Lausanne Suiza. A partir de
1948 fueron establecidos en el Instituto para la Investigacion del Cancer (ICR) en
Filadelfia. Un nGcleo quedo en el Charles River Laboratories (CRL).%#’

El raton CD1 pertenece a un grupo de ratones denominado no consanguineos.
Su popularidad se debe a que son mucho mas baratos que las lineas
consanguineas, buenos reproductores® mamifero pequefio, facil manejo y
alimentacion; un ciclo de vida corto.” Pueden utilizarse en pruebas toxicoldgicas,
drogas de abuso, oncologia, nutricion, vacunas, bacteriologia, reproduccion y
embriologia, neurologia entre algunas méas.

Las condiciones para su uso, cuidado asi como su control se realizaron

conforme a la NOM-062-Z00-1999.%°
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3.6 Toxicidad

Todas las pruebas descriptivas de toxicidad que se llevan a cabo con animales

se basan en dos principios fundamentales:

3

El primero es que cuando se cumplen los requisitos adecuados, los efectos
producidos por un compuesto en los animales de laboratorio son aplicables
a los seres humanos.

El segundo principio es que la exposicibn de los animales de
experimentacion a dosis altas de los productos téxicos es un método valido
y necesario para descubrir posibles peligros para el hombre, ya que la
incidencia de un efecto en una poblacibn aumenta a medida que se

incrementa la dosis o la exposicion.

Las pruebas de toxicidad no estan concebidas para demostrar si una sustancia

es segura, sino para identificar los efectos téxicos que pueda provocar.*°

3.6.1 Toxicidad aguda

Se determina la LDsg y otros efectos toxicos agudos después de una o mas vias

de administracion (siendo una de ellas la via oral) en una 0 mas especies,

habitualmente el ratén, rata y en ocasiones el conejo. Durante un periodo de 14

dias después de una dosis Unica se examinan los animales a diario y se registra el

namero de animales que mueren. Las pruebas de toxicidad aguda:

E_ 3
WK,

k3
WK,

L

L

proporcionan un calculo cuantitativo de la toxicidad aguda DLsg

identifican los érganos diana y otras manifestaciones clinicas de toxicidad
aguda

establecen la reversibilidad de la respuesta téxica

orientan en cuanto al intervalo de dosis para otros estudios
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3.6.2 Pruebas sub agudas

Las pruebas de toxicidad sub aguda se llevan a cabo para obtener informacion
sobre la toxicidad de una sustancia después de su administracion repetida,
normalmente durante 14 dias y ayudan a establecer las dosis para los estudios
sub crénicos
3.6.3 Pruebas sub croénicas

La exposicion sub crénica suele durar 90 dias. El objetivo es establecer el nivel
de minimo efecto adverso observable (LOAEL), por sus siglas en ingles;
determinar el nivel donde no se detectan efectos adversos (NOAEL), ademas de
identificar y caracterizar el 6rgano u 6érganos especificos afectados por la
sustancia investigada después de su administracion repetida. Se emplean al
menos tres dosis: una dosis alta que produce toxicidad pero con una mortalidad
inferior al 10%, una dosis baja que no produce efectos toxicos evidentes y una
dosis intermedia. Los animales deben observarse una o dos veces al dia en busca
de signos de toxicidad. Todas las muertes prematuras deben anotarse. Al cabo de
los 90 dias habra que sacrificar a los supervivientes, recogiendo sangre y tejidos
para su andlisis posterior. Las anomalias microscOpicas y macroscopicas se
anotan y se estudian.*
3.6.4 Pruebas crdnicas

Estos estudios son parecidos a los estudios sub crénicos mas el periodo de
exposicidon oscila entre 6 meses y 2 afios. Las pruebas de toxicidad crénica estan
concebidas para valorar tanto la toxicidad acumulada como el potencial
carcindgeno de las sustancias quimicas. Se realizan estudios anatomopatolégicos

a los animales que sobreviven y que mueren prematuramente.°
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3.7 Oxido nitrico

El 6xido nitrico (NO), es un radical libre inorganico y gaseoso. Junto con
muchos otros efectos es un importante mensajero en el aparato cardiovascular y
en el sistema nervioso central, tiene una funcion destacada en la defensa del
huésped frente a numerosos patdgenos y células tumorales.

El NO se sintetiza en una gran variedad de células y tejidos a partir de la L-
arginina y el oxigeno molecular, en un proceso catalizado por la enzima sintetasa
del NO (NOS).

El NO, una vez sintetizado, no se almacena, sino que se difunde libremente a
través de las membranas celulares y reacciona rapidamente con otras moléculas,
sobre todo con otros radicales libres y con métales de transicion, como el hierro
del grupo hemo. El NO al reaccionar con el grupo hemo de la hemoglobina, la ruta
principal catabdlica del NO endbgeno, da lugar a hemoglobina nitrosilada y al ién
nitrato (N0O3); ademas, en los liquidos bioldgicos el NO también se puede oxidar a
ion nitrito (NO), el cual, a su vez, en presencia de hemoglobina, se oxida de
forma rapida a ion nitrato.

Se tiene que tener presente que entre otras acciones, el NO puede nitrosilar
muchas macromoléculas y, como resultado dafiar muchas células. La produccién
excesiva en ciertos tejidos de NO puede tener implicaciones patoldgicas
(neurotoxicidad, diabetes, cirrosis, artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria

intestinal, shock séptico, asma).!
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4. Planteamiento del problema
La DM es un problema mundial hoy en dia por lo que, como ayuda en el
tratamiento complementario de ésta, se utiliza medicina herbolaria, sin conocer los
efectos adversos que podria provocar su administracion.
Es por ello que realizaremos una evaluacion del extracto de raiz de tejocote
Crataegus mexicana, que es una especie de planta usada para disminuir los
niveles de glucosa, asi como los posibles efectos adversos que podria provocar al

ser usado también para disminuir el peso corporal.
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5. Objetivos

5.1 Objetivos generales

k3
WK,

Evaluar el efecto hipoglucemiante del extracto etandlico® de la raiz de

tejocote Crataegus mexicana.

5.2 Objetivos especificos

k3
WK,

3

L

L

L

Obtener extracto etandlico de raiz de tejocote.

Determinar la actividad hipoglucemiante del extracto usando 3 dosis (25, 50
y 100 mg/Kg).

Evaluar efectos adversos en algunos 6rganos con la administracion del
extracto Crataegus mexicana.

Determinar coeficientes de relacion

(peso organo ) x 100

peso ratén

Cuantificar nitritos y ceruloplasmina sérica en los grupos de estudio, como

marcadores de dafo celular.
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6. Hipotesis
Si la administracion del extracto Crataegus mexicana  posee actividad
hipoglucemiante el efecto producido en los ratones con hiperglucemia, provocara
el descenso en la concentracion de glucosa sanguinea.
Si realizando la comparacion de los 6rganos, tomando en cuenta peso de cada
uno y caracteristicas macroscoépicas, en ratones de grupos de control y de
tratamiento; se encuentran diferencias entonces se demostrara el efecto adverso

del extracto.
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7. Disefio experimental
7.1 Tipo de estudio
Estudio prospectivo, transversal, experimental
7.2 Poblacion de estudio
Ratones macho CD1 de 4 meses
7.3 Criterios de inclusion
Ratones macho con peso de 40 + 10 g, de 4 meses de edad.
7.4 Criterios de exclusién
Ratones hembra y machos de menos de 4 meses y cuyo peso es menor a 30 g.
7.5 Criterios de eliminacion
Ratones macho con lesiones en patas, orejas, cola.
7.6 Variables dependientes
# Peso de ratones
% Concentraciones de glucosa en sangre
#* Concentracién de nitritos
# Concentracién de ceruloplasmina
7.7 Variables independientes

3

#* Solucidn salina, dosis de extracto 25, 50 y 100 mg/Kg de peso.
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8. Material y método

Balanza analitica Ohaus Explorer Pro

Balanza granataria

Bascula de dieta Tecno Cor

Marcadores indelebles

Rotavapor Yamato

Sonicador S&M 0603 Ultrasonic Processor, SONICS Vibra-Cell
Estufa Shel Lab 36.7°C

Centrifuga HERMLE Z233M-2

Centrifuga Premiere XC-2000

Centrifuga Hamilton Bell VanGuard V6500 BIOHAZARD
Espectrofotometro JENWAY 6305 UV/Vis Spectrophotometer
Celdas de plastico para espectrofotometro

Jeringas de insulina, 3, 5, 10 y 20 mL

Sondas gastricas

Tubos Falcon de 10 mL

Caja Falcon estéril de 200 mL

Regla 5 mm

Sacabocados

Glucémetro ACU-CHEK con tiras reactivas

Estuche de diseccion

Cajas Petri

Placas para Inmunodifusién radial

Piseta de 500 mL

Vasos de precipitados 10, 50, 150, 600, 1000 mL PYREX
Bafio maria Yamato Water Bath BM500

Tubos de ensayo 13 x 100

Tubos Eppendorf de 2 mL

Gradillas

Pipetas automaticas 5, 10, 50, 100, 200-1000 pL

Extracto etandlico de raiz de tejocote
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#® Solucion salina estéril PiSA
Dextrosa DX-50 PiSA Solucion inyectable 50%
Goma Ghatti

L

Tolbutamida Laboratorios Silanes S.A. de C.V.

L

# Glibenclamida

L

Agua destilada

L

Suero de conejo anti-ceruloplasmina de ratén

L

Buffer salina fosfatos (PBS)
® Agarosa

L

Cadmio
Sulfato de Zinc HYCEL DE MEXICO S.A. de C.V.
Sulfato de Magnesio

L

L

# Cloruro de Amonio

L

Borato de sodio

Nitrito de sodio J.T Baker

HCI

# Sulfanilamide MERCK

N-(1-naphthyl) ethyl-enediamine SIGMA CHEMICAL CO.

L

L

L
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8.1 Coleccion de la planta Crataegus mexicana.

E_ 3
WK,

L

La coleccion de la raiz fresca de tejocote se llevé a cabo en Hueyotlipan
Tlaxcala, perteneciente a la meseta del Altiplano Central
aproximadamente a las 11:00 de la mafiana, durante el otofio; en una
zona agricola.

Se colectaron 300 g de raiz y algunas ramas con hojas y fruto para

colocarse en periddico.

8.1.1 Tipificacion de la planta

Una muestra representativa de la planta se mandé autentificar al Herbario del

Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) de Centro Médico Nacional Siglo XXI

con la Maestra Abigail Aguilar Contreras; el numero de registro asignado fue

IMSSM 15880, cuyo género y especie determinada fue Crataegus mexicana,

antes denominada Crataegus pubescens.

8.1.2 Obtencidn del extracto de raiz de tejocote

3
-

*

3
-

*

3
K

Se lavaron y secaron 200 g de raiz de tejocote

Se molieron y maceraron en 800 mL de etanol al 70 % durante tres dias,
cubriéndola de la luz.

Se filtr6 a vacio y se colecto el filtrado en un matraz balén de 1000 mL.
Se coloc6 en rotavapor durante cinco horas a una temperatura de 50°C.

El extracto obtenido se coloc6 en estufa para secarlo durante 12 dias.

8.2 Preparacion de soluciones del extracto Crataegus mexicana

Para las soluciones administradas de extracto se pesaron:

E_ 3
WK,

k3
WK,

5 mg/mL para la dosis de 25 mg/Kg

10 mg/mL para la dosis de 50 mg/Kg
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# 20 mg/mL para la dosis de 100 mg/Kg
# Se uso solucion salina para disolver los extractos, utilizando sonicador.
Para la evaluacién de toxicidad de Crataegus mexicana se utilizaron 24 ratones

distribuidos en 4 grupos de 6 ratones a los cuales se les administré durante 21
dias por sonda gastrica:

# Grupo 1: testigo, solucion salina

#® (Grupo 2: muestra, extracto 25 mg/Kg

% Grupo 3: muestra, extracto 50 mg/Kg

& Grupo 4: muestra, extracto 100 mg/Kg
8.3 Preparacion de soluciones para efecto hipoglucemiante

Goma Ghatti
# S prepar6 un volumen de 110 mL de solucion de Goma Ghatti al 1% con

1.1g de Goma Ghatti y 110 mL de agua destilada

L

Con ciclos de 10 segundos en horno de microondas se calentd hasta
disolver la Goma Ghatti
# Con esta solucidbn se disolvieron los farmacos Glibenclamida y
Tolbutamida.
Solucién de Glibenclamida:
# 16 mg de Glibenclamida en 100 mL de Goma Ghatti al 1%, cuya dosis
administrada fue de 0.8 mg/Kg de peso.
Solucién de Tolbutamida:
# 80 mg de Tolbutamida en 10 mL de Goma Ghatti al 1%, para administrar

a dosis de 40 mg/Kg de peso.
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Solucion glucosada:

E_ 3
WK,

Dextrosa al 50 %, se diluyé 1:10 con solucién salina estéril, para

administrar a dosis de 2 g/Kg de peso.

8.4 Efecto hipoglucemiante

Para la evaluacién del efecto hipoglucemiante se utilizaron 36 ratones

distribuidos en grupos de 6 los cuales se mantuvieron en ayuno durante 15 horas:

3

L

L

E_ 3
WK,

k3
WK,

Grupo 1: control negativo, solucién salina

Grupo 2: muestra, 25 mg/Kg

Grupo 3: muestra 50 mg/Kg

Grupo 4: muestra 100 mg/Kg

Grupo 5:control positivo, Glibenclamida 0.8 mg/Kg

Grupo 6: control positivo, Tolbutamida 40 mg/Kg

Inicialmente a tiempo 0, en cada grupo se midié glucosa basal. Se coloc6 una

gota de sangre de la punta de la cola del ratén, en una tira para glucometro y se

midié la concentracién de glucosa. Después se administrd via oral con sonda

gastrica la solucién (salina, extractos, Tolbutamida y Glibenclamida) segun el

grupo a tratar; seguido de la administracion de la solucion glucosada, via

subcutidnea. A pasados 60 minutos se midié concentracion de glucosa y se realizé

una segunda administracién de solucion glucosada, via subcutanea. Después de

la segunda administracion de solucién glucosada se midié la concentracion de

glucosa cada 60 minutos hasta obtener niveles de glucosa basal, es decir, a

tiempo 240 minutos.
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8.5 Obtencion de 6rganos

Al dia siguiente de realizado el ensayo del efecto hipoglucemiante, los ratones
fueron pesados, después se anestesiaron en camara de éter y mediante una
incision en el plexo axilar se obtuvo sangre de cada ratdn, se separ6 el suero para
realizar pruebas de nitritos y de ceruloplasmina. Se realiz6 la diseccion de
organos: corazon, higado, bazo y rifiones; los cuales se pesaron y registraron sus
caracteristicas macroscopicas determinado su coeficiente de relacion érgano-

animal.

peso Organo
<—) x 100
peso raton

8.6 Analisis de nitritos
# A 100 pL de plasma se adicionaron 300 pL de agua bidestilada (dilucion
1:4),
# Se adicion6 20 uL de solucién de ZnSQO4, se mezclo6 bien y el precipitado
se separo por centrifugacion a 10,000 rpm durante 5 minutos.
8.6.1 Activacion del cadmio.
# Se colocaron 0.5 g de cadmio metalico en 33 tubos de 13 x 100 limpios,

en la campana de extraccion.

L

El cadmio se plate6 con una solucion acuosa de CuSO, al 5 % (2 mL), se
agitd hasta que el cadmio se plated, aproximadamente 10 minutos en un

rocker.

L

Se lavo exhaustivamente con agua destilada para eliminar el cobre, 3

lavados con el tubo lleno
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# Se lavo con HCI 0.1N para remover todo el Cd (OH),, aproximadamente 2

voliumenes con el tubo lleno.

L

Finalmente se lavo el Cadmio con NH,4CI (solucidén acuosa al 5% ajustado
a pH 9 con borato de sodio).
8.6.2 Preparacion de las muestras.

# A los tubos con el cadmio activado sin NH4CI, se adicionaron los
sobrenadantes de las muestras, se dejaron tapados y con agitacién en un

rocker durante 15 minutos.

L

Se centrifugaron los tubos a 3500 rpm durante 5 minutos y se tomaron

200 pL de sobrenadante.

L

Se preparo6 una solucién de nitrito de sodio de 2 pug/mL.

L

Se construy6 una curva de calibracion

# Se utilizaron 6 tubos para la curva estandar en donde el volumen
colocado, de nitrito de sodio de 2 ug/mL en cada tubo fue:
Tubo 1: 0 pL
Tubo 2: 100 pL
Tubo 3: 200 uL
Tubo 4: 300 uL
Tubo 5: 400 uL
Tubo 6: 500 uL
Y 33 tubos para muestra: 200 uL de sobrenadante

% Se completé un volumen de 900 uL con agua destilada en todos los tubos
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L

Se adicionaron 50 pL de sulfanilamida e incubaron 10 minutos a
temperatura ambiente

Continuando con la adiciéon de 50 uL de reactivo de NED se mezcl6 e

b

incub6 30 minutos a temperatura ambiente

L

Tubos de la curva estdndar y muestra se leyeron a 540 nm

Se interpolaron resultados con la curva estandar y se determinaron las

b

concentraciones de nitritos en cada muestra
8.7 Ceruloplasmina
# Se colocaron 0.2g de agarosa en 20 mL de PBS (Buffer Salina Fosfatos)

en matraz Erlenmeyer y se adiciono una pizca de azida de sodio.

L

Se disolvio con ciclos de 10 segundos en microondas.

L

Se colocaron 9 tubos de ensaye de 13 x 100 en bafio maria a 45°C.

L

Se adicion6 a cada tubo 2 mL de agarosa 1% y 150 pL de suero anti-

ceruloplasmina de ratén,

L

Se mezclo6 en vortex y se vertio en placas para Inmunodifusion radial.

L

En cada placa se perforaron 4 pocitos con sacabocados

L

Se colocaron 5 pL de la muestra de suero de cada raton.

L

Se dej6 reposar media hora y mantuvieron en refrigeracion para leerse a

las 48 horas los halos de precipitacion.

L

Se midieron los halos de precipitacion (mm) y se interpolaron los
resultados con la curva estdndar, tomando en cuenta que en 4mm hay

una concentracion de 21.6 mg/dL de ceruloplasmina.
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8.8 Andlisis estadistico
Para realizar la comparacion de las medias de los grupos de tratamiento y
control, grupo 1 (solucién salina), grupos 2, 3y 4 (extractos 25, 50 y 100 mg/Kg) y
grupos 5 y 6 (Glibenclamida 0.8 mg/Kg y Tolbutamida 40 mg/Kg) en el efecto
hipoglucemiante; ademas de las concentraciones de ceruloplasmina y nitritos, se
realiz6 un Analisis de Varianza (ANOVA), seguido de la Prueba de Tukey. Se
considerd un nivel de confianza de 95%, utilizando el programa Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS) versiéon 18.
Partiendo de que de acuerdo al tratamiento o prueba realizada se tienen dos
hipotesis.
Hipotesis nula (Ho): las medias de los grupos de tratamiento y control son
iguales cuando se obtiene un valor de significancia mayor o igual a 0.05.
Hipotesis alterna (Ha): las medias de los grupos de tratamiento y control son
diferentes cuando se obtiene un valor de significancia menor o igual a 0.05.
HOo: = = s = a = ps = W sig. 20.05
Ha: w2 o # us # W # Us # We sig. <0.05
A partir de los resultados obtenidos sé graficaron las medias * el error estdndar
a una p<0.05 para los grupos de tratamiento de control; utilizando el programa

Sigma Plot 11.0
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9. Resultados

9.1 Ensayo de toxicidad

Durante la segunda semana de la administracion del extracto, se observo en un
raton del grupo de dosis de 100 mg/Kg, raton 4, la falta de movimiento e
hipotermia, el abdomen de gran tamafio (Fig. 9.1.1y 9.1.2) y se sacrifico al raton.

En la tercera semana del tratamiento, se observé una conducta similar en un
ratobn de dosis de 50 mg/Kg en cuanto al abdomen grande, al dia siguiente el
tamafio del abdomen regreso a su normalidad y se continu6 con la administracion
del extracto. El tamafio grande del abdomen se observo en otra ocasion pero
regreso a la normalidad al dia siguiente.

Al finalizar la tercera semana de la administracion un ratén de dosis de 100
mg/Kg, el ratdn 6, se encontraba hipotérmico y con poco movimiento; se sacrifico y
se abrié del abdomen. El intestino estaba lleno de gas y de contenido fecal, este
tipo de situacién se llega a presentar cuando existe ileo paralitico; probablemente
es la situacién que se presentd en este ratéon (Fig.9.1.3, 9.1.4 y 9.1.5) En la
diseccion de los 6rganos en este ultimo ratdn, el higado se observo friable (al

manipularlo se podia fraccionar facilmente).
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Fig. 9.1.1 Rat6n con hipotermia Fig. 9.1.2 Rat6n con aumento de abdomen

Fig. 9.1.3 Intestino con gas y contenido fecal Fig. 9.1.4 Acercamiento de Fig 9.1.3

Fig. 9.1.5 Intestino con gas
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9.1.1 Disminucién de peso

Para determinar la disminucién de peso en los ratones, se consideraron los
pesos iniciales y finales obtenidos durante la administracion del extracto a distintas
dosis y la solucion salina usada como control negativo. Sin encontrar diferencias

gue determinaran que el extracto provoque este efecto (Tabla 9.1.1)

Solucién salina Extracto 25 mg/Kg Extracto 50 mg/Kg Extracto 100 mg/Kg

-5 -4.5 -5.83 -6.87

Tabla 9.1.1 Pesos perdidos en ratones con tratamiento.

9.2 indices de 6rganos
El analisis estadistico realizado a los indices de 6rganos no mostré diferencias

significativas entre los grupos de tratamiento. (Tabla 9.2).

Sumade gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
I cardiaco Inter-grupos .003 3 .001 .213 .886
Intra-grupos .090 19 .005
Total .093 22
I esplénico Inter-grupos .060 3 .020 1.193 .339
Intra-grupos 317 19 .017
) Total 377 22
I hepatico Inter-grupos 6.068 3 2.023 1.763 .188
Intra-grupos 21.801 19 1.147
Total 27.869 22
[ renal Inter-grupos 141 3 .047 1.497 .248
Intra-grupos .597 19 .031
Total .738 22

Tabla 9.2 indices de 6rganos.
No se encontraron diferencias significativas entre los grupos de tratamiento y control.
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9.3 Ceruloplasmina

Las concentraciones de ceruloplasmina encontradas en el suero de los ratones no

generaron diferencias significativas después de analizarlas estadisticamente

(Tabla 9.3).
Sumade gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Inter-grupos 204.783 3 68.261 677 577

Intra-grupos 1815.210 18 100.845

Total 2019.993 21

Tabla 9.3 Concentracién de ceruloplasmina
No se encontraron diferencias significativas entre los grupos de tratamiento y el control.

9.4 Nitritos

Los resultados obtenidos en el andlisis estadistico no mostraron diferencias

significativas entre las medias para los grupos de tratamiento (Tabla 9.4).

Sumade gl Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Inter-grupos 40871.844 3 13623.948 .533 .666
Intra-grupos 460194.756 18 25566.375
Total 501066.600 21

Tabla 9.4 Concentraciones de nitritos
No se encontraron diferencias significativas entre los grupos de tratamiento y el control.
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9.5 Efecto hipoglucemiante
9.5.1. Efecto hipoglucemiante a tiempo 1 (60 minutos), con solucidn salina,

extractos 25, 50 y 100 mg/Kg, Tolbutamiday Glibenclamida.

200

Grupo 1: Solucién salina

Grupo 2: Extracto 25mg/Kg
Grupo 3: Extracto 50mg/Kg
Grupo 4: Extracto 100mg/Kg
Grupo 5: Glibenclamida 0.8mg/Kg
Grupo 6: Tolbutamida 40mg/Kg

150 |- - - | - - - - - - oo oo MR, . ...

OO0 |------- - [ I - -

Quoemang/dl

50O [ - St - - .- ... ... [

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6

Tratamiento

Grafica 9.5.1. Efecto hipoglucémico obtenido en extracto a dosis de 100 mg/Kg.
Los valores representan las medias * el error estdndar a una p<0.05 para los grupos
4y 6 que generaron diferencias significativas comparados con los grupos 1, 2, 3y 5.

9.5.1.1 Prueba post hoc de Tukey a tiempo 1 (60 min).

Tratamiento N Subconjunto para alfa = .05

1 2
99.83333

Tolbutamida 40 mg/Kg 6
Extracto 100 mg/Kg 4 137.50000 137.50000
Extracto 25 mg/Kg 6 154.50000
Extracto 50 mg/Kg 6 156.83333
Glibenclamida 0.8 mg/Kg 6 157.33333
Solucién salina 6 169.66667
Sig. .094 .205

Tabla 9.5.1.1 A tiempo 1, la diferencia de medias es significativa a 0.05 para extracto a 100 mg/Kg
y Tolbutamida
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9.5.2. Efecto hipoglucemiante a tiempo 2 (120 minutos), con solucidn salina,

extractos 25, 50y 100 mg/Kg, Tolbutamiday Glibenclamida.

250

Grupo 1: Solucién salina
Grupo 2: Extracto 25mg/Kg
Grupo 3: Extracto 50mg/Kg
Grupo 4: Extracto 100mg/Kg
D00 |- Grupo 5: Glibenclamida 0.8mg/Kg ~ |........
Grupo 6: Tolbutamida 40mg/Kg

150

GQuoemang/dl

100

50

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6

Tratamiento
Grafica 9.5.2 Efecto hipoglucémico del extracto a 50, 100 y 25 mg/Kg, Glibenclamida y
Tolbutamida. Los valores representan las medias + el error estandar a una p<0.05 para los grupos
2, 3, 4, 5y 6 que generaron diferencias significativas comparados con el grupo 1.

9.5.2.1 Prueba post hoc de Tukey a tiempo 2 (120 minutos)

Tratamiento N Subconjunto para alfa = .05
1 2
Tolbutamida 40 mg/Kg 6 106.66667
Extracto 50 mg/Kg 6 126.83333
Extracto 100 mg/Kg 4 133.00000
Glibenclamida 0.8 mg/Kg 6 133.33333
Extracto 25 mg/Kg 6 135.16667
Solucién salina 6 179.16667

Sig. 215 1.000

Tabla 9.5.2.1 A tiempo 2, la diferencia de medias es significativa a nivel 0.05 para los extractos 25,
50 y 100 mg/Kg, Glibenclamida y Tolbutamida.
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9.5.3 Efecto hipoglucemiante atiempo 3 (180 minutos), con solucién salina,

extractos 25, 50 y 100 mg/Kg, Tolbutamiday Glibenclamida.

140

Grupo 1: Solucién salina

Grupo 2: Extracto 25mg/Kg

P20 | Grupo 3: Extracto 50mg/Kg
Grupo 4: Extracto 100mg/Kg
Grupo 5: Glibenclamida 0.8mg/Kg
Grupo 6: Tolbutamida 40mg/Kg
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Grafica 9.2.3 Efecto hipoglucemiante del extracto a dosis de 50 mg/Kg y disminuido a 25 mg/Kg
Los valores representan las medias * el error estdndar a una p<0.05 para los grupos 5y 6 cuyo
efecto hipoglucémico se mantiene

9.5.3.1 Prueba post hoc de Tukey a tiempo 3 (180 minutos).

Tratamiento N Subconjunto para alfa = .05

1 2
63.50000

79.00000

Glibenclamida 0.8 mg/Kg 6

Tolbutamida 40 mg/Kg 6
Extracto 50 mg/Kg 6 103.16667
Solucién salina 6 105.83333
Extracto 25 mg/Kg 6 107.00000
Extracto 100 mg/Kg 4 112.25000
Sig. .259 .781

Tabla 9.5.3.1 A tiempo 3 la diferencia de medias es significativa a nivel 0.05, para Tolbutamida y
Glibenclamida mas el efecto hipoglucemiante se observa adn en extracto de 25 y 50 mg/Kg.
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10.Discusion de resultados

El uso de la raiz de tejocote en pacientes con DM2 se ha reportado muy poco,
asi como los estudios realizados en ella. El uso de plantas medicinales para tratar
algunos padecimientos suele ser una buena alternativa ya que sus costos son
menos elevados si se compararan con los generados por algunos farmacos para
tratar la enfermedad. La raiz de tejocote se ha reportado para, adelgazar, como
cardiotonico, diurético e hipoglucemiante; ya sea en combinacién con otras plantas
0 sola.

En nuestro ensayo realizado acerca de la toxicidad de Crataegus mexicana, la
raiz de tejocote, utilizando las dosis de extracto de 25, 50 y 100 mg/Kg; se
encontré que el extracto por si solo posee efectos adversos en su administracion,
ya que a dosis de 100 mg/Kg, 2 ratones murieron, se observo ileo paralitico al
diseccionarlos (Fig. 9.1.3, 9.1.4 y 9.1.5). El primero de ellos muri6 10 dias después
de estar administrando el extracto y el segundo casi al finalizar el ensayo de
toxicidad, a los 17 dias. Ademas de observar el higado friable, puesto que al
manipularlo se fraccionaba con facilidad, lo cual indicaria dafio exclusivamente al
higado. Por el dia 15, a dosis de 50 mg/Kg, 5 horas después de la administraciéon
del extracto en un ratén se observé abdomen timpanico, el cual 14 horas después
estaba en condiciones normales, lo cual indica que a pesar de ser una dosis
menor a 100 mg/Kg también tiene efectos adversos.

Ahora bien, si la ceruloplasmina es una proteina que se encuentra presente en
algunos procesos inflamatorios y es sintetizada en higado, es un buen marcador
para saber que tan dafiado esta éste por causas del tratamiento, sin embargo,

después de realizar esta prueba; las concentraciones de ceruloplasmina no
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generaron diferencias significativas entre las medias de los grupos de tratamiento
ni de control.

En el analisis estadistico de los indices 6rgano-animal no se encontraron
diferencias significativas entre las medias para los grupos de tratamiento y control,
incluyendo los valores de los 2 ratones de dosis de 100 mg/Kg que murieron
después de la administracién del extracto; bien podria deberse a que son solo 2
de 6 ratones y se requiere de mas resultados para generar esa diferencia.

La raiz de tejocote se ha empleado para disminuir el peso pero en combinacion
con otras plantas y en otras cantidades; quizds con ello el efecto adverso de ileo
paralitico o dafio al higado no se observa tan marcado, cuando las personas lo
ingieren, pero en este ensayo el extracto de raiz de tejocote Crataegus mexicana
genera las complicaciones antes descritas.

Por otro lado, en algunas especies de Crataegus sp., se menciona el efecto
antioxidante que poseen, mas realizando el andlisis estadistico utilizando las
concentraciones de nitritos, no se encontraron diferencias significativas entre las
medias de los grupos de tratamiento. Bien podria ser que el efecto antioxidante
podria estar presente en la especie Crataegus mexicana, pero en minima
cantidad.

Finalmente en el ensayo de efecto hipoglucemiante del extracto y al realizar el
analisis estadistico, la diferencia significativa entre medias se obtuvo desde el
tiempo 1 al minuto 60 (después de la administracion del extracto, soluciones
Glibenclamida, Tolbutamida y salina) y hasta el tiempo 3 a los 180 minutos.

En el tiempo 1, minuto 60 se separaron los resultados en 2 grupos, el primero

se conformé por la Tolbutamida y el extracto a dosis de 100 mg/Kg, lo cual indica
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gue si posee efecto hipoglucémico; el segundo grupo donde los niveles de glucosa
van en descenso pero en menor magnitud que Tolbutamida y extracto 100 mg/Kg,
fueron solucién salina, Glibenclamida, extracto 25, 50 mg/Kg. (Tabla 9.5.1.1,
Grafica 9.5.1)

A tiempo 2, minuto 120, seguido de la Tolbutamida continto el efecto del
extracto 50 mg/Kg, Glibenclamida, extracto 100 mg/Kg y finalmente extracto a 25
mg/Kg. (Tabla 9.5.2.1, Grafica 9.5.2)

Al tiempo 3, minuto 180, los hipoglucemiantes de control (Tolbutamida y
Glibenclamida) se encontraron juntos, méas el efecto hipoglucemiante del extracto
continuo con la dosis a 50 mg/Kg; en las dosis de 25 y 100 mg/Kg las
concentraciones de glucosa obtenidas son las mas altas entre los grupos a ese
tiempo. (Tabla 9.5.3.1, Gréfica 9.5.3)

La Tolbutamida es un farmaco hipoglucemiante de efecto rapido pero no
prolongado, comparado con la Glibenclamida, el cual el efecto es mas lento y por
consiguiente de mayor duracion.

El efecto que se observo a dosis de 100 mg/Kg de peso, es similar al que ejerce
la Tolbutamida, inicialmente el extracto a esta dosis es capaz de disminuir los
niveles de glucosa pero no es un efecto mantenido; al minuto 120 los niveles de
glucosa se encontraron mas elevados si se comparan con los obtenidos con el
extracto a dosis de 50 mg/Kg o el de 25 mg/Kg a minuto 180.

Con respecto a la dosis de 50 mg/Kg de peso, es un efecto similar a la
Glibenclamida; al minuto 60 el nivel de glucosa se encontré elevado pero el efecto

hipoglucemiante se observé con mayor claridad al minuto 120; conforme avanza el
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tiempo al minuto 180 el efecto del extracto a esta dosis continuo descendiendo los
niveles de glucosa hasta llegar a los niveles basales a minuto 240.

A dosis de 25 mg/Kg, al minuto 60 parecia que el extracto tendria un efecto
parecido al que produjo la dosis de 100 mg/Kg, los niveles de glucosa estaban
intermedios entre la concentracién de 50 y 100 mg/Kg. Pero al minuto 120 los
niveles de glucosa continuaron mas altos que los grupos de control y tratamiento,
al minuto 180 las concentraciones de 25 mg/Kg son mas bajas que las del extracto
a 100 mg/Kg pero mas altos que las dosis de 50 mg/Kg, sin embargo también con
esta dosis se llega a los niveles de glucosa basal a los 240 minutos.

El extracto de raiz de tejocote Crataegus mexicana tiene efecto
hipoglucemiante. A dosis de 100 mg/Kg el efecto es similar a la Tolbutamida,
rapido pero no prolongado. A dosis de 25 mg/Kg el efecto se observé prolongado y
muy lento. A dosis de 50 mg/Kg, efecto parecido a la Glibenclamida, se observé
mejor el efecto hipoglucemiante, empezaron a descender lentamente al inicio pero

se mantuvieron en el transcurso del ensayo.
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11.Conclusiones
Se obtuvo el extracto etandlico de raiz de tejocote, con un rendimiento de
3.27%.
En la dosis de 50 mg/Kg se observd mejor el efecto hipoglucemiante del
extracto, a tiempo 2 y 3 (120 y 180 minutos) respectivamente.
Dosis de 100 mg/Kg se observo la muerte de dos ratones por ileo
paralitico.
A dosis de 50 mg/Kg se observd el aumento del volumen del abdomen
con presencia de meteorismo, lo cual indica ileo paralitico temporal.
A pesar de su uso para disminuir peso, no se encontré diferencia
significativa entre los pesos iniciales y finales, de los ratones.
No se encontraron diferencias significativas en el andlisis realizado en las
pruebas de ceruloplasmina y nitritos.
Aunque se observd macroscopicamente dafio al higado no se
encontraron diferencias significativas en el analisis de indices de peso

6rgano-animal.
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