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Resumen

Se realizaron extractos alcoholicos de 4 plantas distintas, Justicia spicigera, Justicia secunda
y dos especies de Momordica chanrantia, estos extractos se utilizaron para realizar una
caracterizacion fitoquimica, con la finalidad de encontrar metabolitos secundarios principales
y determinar las diferencias quimicas entre Justicia spicigera y Justicia secunda, debido a
que popularmente se les conoce con el mismo nombre comun, insulina, y ambas son
utilizadas para el tratamiento de la diabetes tipo Il en la medicina tradicional; y las diferencias
quimicas entre las dos especies de Momordica charantia, Bitter melon y Sosori, que tienen
el mismo nombre cientifico pero popularmente se les conoce con distinto nombre comdn y

visualmente son distintas, encontrando mayores diferencias en el fruto.

Los extractos de las plantas se utilizaron para realizar la prueba de actividad inhibitoria sobre
la formacioén de productos de glicacion avanzada, conocidos como AGE’s por sus siglas en
inglés, que seria la prueba in vitro, esta se realizd para determinar si los extractos tienen
propiedades hipoglucemiantes, mediante el metabolismo inhibicion AGE’s, encontrando que

2 de los 4 extractos dieron resultados positivos para esta prueba, J. spicigera y J. secunda.

Para confirmar la actividad hipoglucemiante de los extractos, se realizaron también pruebas
in vivo, utilizando ratas con diabetes tipo Il inducida por la administracion intraperitoneal de
STZ (streptozotocina), obteniendo resultados positivos para 3 de los 4 extractos, J. spicigera,
J. secunda y M. charantia en la variedad conocida como Bitter melon; en todos los casos se

obtuvieron los mejores resultados al administrar dosis de 100 mg/kg de peso.

Ademas, se realiz6 la evaluacion del efecto antialodinico o analgésico, en ratas con un
moldeo noenatal de diabetes tipo Il inducida por la administracion intraperitoneal de STZ,
los resultados obtenidos indican que los 4 extractos tienen efecto analgésico, sin embargo, se
obtuvo un efecto con bajo porcentaje de analgesia y de poca duracion; para esta evaluacion
se utilizaron los extractos de las plantas administrando una dosis de 100 mg/kg de peso del

animal.
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1. Justificacion

La medicina tradicional y el uso de productos naturales provenientes de plantas para tratar
afecciones y enfermedades se dan desde tiempos prehistoricos, en los que el uso de farmacos
como tales no era conocido. Segln datos de estudios historicos, se traza el uso de plantas
medicinales desde hace al menos 60 000 afios.>? El uso de la medicina tradicional es una
combinacion de conocimientos, experiencia, historia y cultura que ha sido heredado de
generacion en generacion, y se ha compartido el conocimiento entre distintos paises,
viéndose afectada por una variedad de factores a lo largo del tiempo, como las distintas
culturas, métodos de aplicacion, seleccidn de distintas hierbas y métodos de preparacion,

haciendo de esta un gran &mbito de estudio y de gran utilidad.>*

La medicina tradicional se basa en el uso de productos naturales, la inmensa diversidad de
estructuras quimicas y su actividad en cuanto a funciones biolégicas.> Los compuestos
activos encontrados en productos naturales han tenido muy buenos resultados en cuanto a
eficacia y selectividad farmacoldgica, debido a que sus complejas estructuras se encuentran
bien organizadas de forma tridimensional, por sus propiedades estéricas que favorecen estas
caracteristicas en los compuestos. Lo anterior demuestra la importancia de conocer las
caracteristicas fitoquimicas e identificar los metabolitos secundarios presentes en las plantas

empleadas en la medicina tradicional.*->¢

Para inicios del 2000, solo cerca del 6 % del total de especies de plantas tenian estudios
relacionados con su actividad bioldgica y aproximadamente un 15 % relacionados con sus
caracteristicas fitoquimicas, esto debido a la amplia variedad de plantas, los usos
relacionados y la biodiversidad presente a nivel mundial.® Para el 2018, dentro de los
farmacos aprobados por la FDA, un 18 % eran procedentes de productos naturales, lo que
demuestra su potencial y el crecimiento que ha tenido en los ultimos afios el interés por los
mismos.> Ademas, es importante destacar que aproximadamente un 40 % de los farmacos
consumidos en paises desarrollados son procedentes de productos naturales, principalmente

de plantas.’

En muchos de los casos, los productos naturales a estudiar no son la cura en si para la
enfermedad, sino un tratamiento alternativo o un coadyuvante, que contribuye al

mejoramiento de las condiciones de las personas que las padecen, o disminuyen el uso de
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otro tipo de farmacos que pueden ser mas costosos o0 generan efectos secundarios a largo

plazo en el cuerpo del paciente.>>¢

La diabetes mellitus es considerada una enfermedad cronica, que conlleva a multiples
complicaciones en la salud de las personas que la padecen. Segun la Federacion Internacional
de la Diabetes, esta se describe como un padecimiento crénico que ocurre cuando el pancreas
no es capaz de producir insulina o cuando el cuerpo no es capaz de utilizar de forma correcta

o eficiente la insulina que produce.®

Los tipos de diabetes mas comunes son diabetes tipo 1, la cual representa de un 5 % a un 10
% de las personas con esta enfermedad y generalmente se presenta en nifios y adultos jovenes,
es causada por una reaccidn autoinmune en la que el cuerpo ataca y destruye las células S del
pancreas, que son las encargadas de la produccion de insulina. La diabetes tipo 2 es la mas
comun y se presenta en alrededor de un 90 % de los casos de diabetes, mayormente en
personas adultas o adultos jovenes, es del tipo no insulina dependiente, y se genera debido a
que el cuerpo no metaboliza bien la insulina, ocasionando que los niveles de glucosa en
sangre se eleven, a esto se le conoce como hiperglicemia, este tipo de diabetes se da por una
mezcla de factores genéticos con factores del entorno o el estilo de vida de las personas. Y,
por Ultimo, la diabetes gestacional se da cuando durante el embarazo se presenta altos niveles
de glucosa en sangre (hiperglicemia) y se asocia a complicaciones durante el embarazo que
pueden afectar tanto al bebé como a la madre. Este tipo de diabetes tiene una incidencia de 1
de cada 6 embarazos, normalmente el padecimiento cesa después del embarazo, pero
aproximadamente el 50 % de las mujeres que tuvieron diabetes gestacional desarrollan

Diabetes tipo 2 durante los siguientes 5 afios a 10 afios.®°

Desde la década de los 80 el nimero de personas con esta enfermedad se ha cuadruplicado,
aumentando los casos en todo el mundo, presentado una mayor incidencia en los paises de
medios y bajos recursos. Aproximadamente, 422 millones de personas alrededor del mundo
sufren de diabetes, de los cuales, para el 2012 se reportaron 1.5 millones de muertes
relacionadas directamente con esta enfermedad, colocandola como una de las principales
causas de mortalidad en el mundo. Ademas, incrementa el riesgo de otras enfermedades como
las cardiovasculares, lo cual provoco otros 2.2 millones de muertes indirectas asociadas a la

enfermedad. Es importante mencionar que la diabetes tiene alta probabilidad de desarrollar



afecciones severas como: ceguera, insuficiencia renal, neuropatias y amputacion de

extremidades. 1%

La Mormordica charantia es una planta utilizada por distintas culturas, que abarca desde la
medicina tradicional mexicana hasta la medicina tradicional China, los paises en los que se
consume con mayor frecuencia se encuentran en Africa y Asia. Esta planta tiene una gran
variedad de usos relacionados al tratamiento de enfermedades y se le han atribuido
propiedades antihelminticas, antimalaricas, antiulcerosas, antivirales, antineoplasicas,
antihiperlipidémicas, antisepticas, antioxidantes, antiinflamatorias, hepatoprotectoras y

antidabéticas, siendo este Ultimo uno de los mas conocidos.*?"’

Las propiedades de la M. charantia mencionadas se le atribuyen a dos compuestos, llamados
charantin y momordicin. Para el momordicin se han realizado estudios in vitro que
demuestran su actividad antioxidante e hipoglucemiante, sin embargo, no se han realizado
estudios in vivo; en el caso del charantin si se cuenta con estudios in vivo utilizando ratas con
diabetes tipo Il inducida, dando resultados positivos para la disminucién de azlcar en sangre

al administrar dosis de 50 a 100 mg/kg. >

La Justicia spicigera y la Justicia secunda son plantas utilizadas en la medicina tradicional,
conocidas como “insulina” debido a su uso en el tratamiento de la diabetes, son muy
populares en los paises de América Latina, en los que se consumen en forma de té, el cual es

caracteristico debido a su color morado-rojizo.*#-2

En el caso de la Justicia spicigera se atribuyen las propiedades hipoglucemiantes a un
compuesto llamada kaempferitrina, con el que se han realizado tanto estudios in vitro como
in vivo utilizando ratas con diabetes tipo I inducida con aloxan, dando resultados positivos al
utilizar dosis de 100 a 200 mg/kg; para la Justicia secunda se han hecho estudios fitoquimicos
que sefialan que el compuesto activo responsable de la actividad hipoglucemiante es el
taraxerol, y los extractos de la planta se han utilizado para estudios in vivo, obteniendo
resultados positivos al utilizar ratas con diabetes tipo | inducida con aloxan administrando
dosis de 50 a 150 mg/kg.*#2

Costa Rica es un pais con una amplia variedad de biodiversidad, en el cual el uso de plantas

con fines medicinales es bastante comun, sin embargo, la mayoria de las plantas no han sido



estudiadas. Por lo que no se han caracterizado fitoquimicamente, ni se han determinado los
metabolitos secundarios presentes, responsables de la actividad biol6gica, y con potencial
uso farmacoldgico. Por lo que se plantea la posibilidad de estudiar las plantas Justicia
spicigera y Justicia secunda conocidas como “insulina” y dos variedades de Momordica
charantia conocidas como sorosi y bitter melon (originario de paises de Asia y utilizado en
la medicina tradicional China), en un estudio comparativo en el que se evalle su actividad
hipoglicemiante en un modelo de diabetes Tipo Il neonatal en ratas, con la finalidad de
evaluar su posible uso como tratamiento coadyuvante para la diabetes. Ademas, de evaluar
su actividad antialodinica o analgésica en el desarrollo de la neuropatia diabética en este
modelo. También, caracterizar de manera fitoquimica los extractos alcohdlicos de las cuatro

plantas. 1>

Es importante recalcar que las cuatro plantas mencionadas no cuentan con estudios in vivo
que evallen su actividad antialodinica en casos de neuropatia diabética, solamente en

neuropatias derivadas de otras enfermedades.*>?3

2. Marco teérico

2.1 Etnobotanica y etnofarmacologia

Las plantas se han utilizado para el tratamiento de enfermedades en distintas culturas durante
muchos afios, conforme ha pasado el tiempo se han investigado las propiedades y
caracteristicas de estas para identificar los compuestos responsables de esta actividad.
Relacionado con lo anterior, la etnobotanica permite la identificacion y caracterizacion
botanica de las plantas utilizadas tradicionalmente en distintas culturas y las posibles
aplicaciones de estas en el ambito de la salud; la etnofarmacologia se basa en el estudio de la
actividad bioldgica y el posible uso farmacol6gico de los compuestos activos responsables

de la actividad demostrada en la planta. %

La medicina tradicional se puede definir como “el uso de plantas o derivados de estas, que
han sido minimamente procesados o sin procesar, para aliviar los malestares de salud de una
poblacion o region”, esta practica se realiza gracias al conocimiento que ha trascendido
durante generaciones en cada cultura.?* Las plantas y técnicas utilizadas para estas practicas
pueden variar dependiendo de la zona de estudio, aunque suele ser bastante interesante que

estas pueden llegar a ser muy similares, utilizar plantas de la misma familia o tener los
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mismos principios de uso. Cabe mencionar que los productos naturales no solamente se
utilizan como tratamiento principal para una enfermedad, en muchas ocasiones se toma como
un tratamiento coadyudante en conjunto con un farmaco alopata, esto incluso en la medicina

tradicional moderna. 2426

Desde el descubrimiento del primer compuesto farmacoldgicamente activo, en 1805, llamado
morfina y aislado de la planta de opio, solamente una pequefa fraccion de las especies
existentes de plantas han sido cientificamente estudiadas para la busqueda de compuestos
bioactivos, y a pesar de esto, en la medicina tradicional ha representado una gran contribucion
para la medicina moderna, por lo que es un gran potencial de estudio cientifico y

farmacoldgico.?

La utilidad que se le ha encontrado al uso de plantas y sus beneficios en la salud, juega un
rol muy importante en la sociedad y en las distintas culturas a través del tiempo, las plantas
son capaces de sintetizar compuestos complejos de alta especificidad, Ilamados metabolitos
secundarios, los cuales son responsables de la actividad bioldgica que estas pueden presentar
y representan un gran potencial para el descubrimiento de nuevos farmacos. Estudios
recientes muestran que hay patrones en comin cuando han comparado distintas plantas
utilizadas en la medicina tradicional en distintas regiones y culturas del mundo, sin importar
que tan distantes sean las zonas estudiadas; estos patrones se relacionan con el uso de plantas

del mismo género o incluso de la misma especie para tratar las enfermedades.?2

El que se encuentren datos de aplicaciones de plantas de las mismas familias para
tratamientos similares se podria explicar por distintas razones, por ejemplo, las plantas de
una misma familia pueden presentar una bioquimica similar a pesar de desarrollarse en
distintos entorno y la migracion ha hecho que el conocimiento se transmita entre distintas
culturas, por lo que, las personas podian reconocer plantas de una misma familia y probar de
forma experimental su aplicacion o uso para tratamientos similares. La etnobotanica y
etnofarmacologia han hecho que todos estos conocimientos sean registrados y guardados en
bases de datos que ayudan a la mejor aplicacion de los mismos, para estudios relacionados

con el descubrimiento y desarrollo de farmacos.?

Ambas disciplinas, etnobotanica y etnofarmacologia, tienen enfoques novedosos en los que

se mezcla el conocimiento tradicional o cultural con el conocimiento cientifico, combinando
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la sabiduria sobre la gran diversidad bioldgica de cada cultura con herramientas y métodos
actuales para la busqueda de nuevos compuestos biolégicamente activos, que colaboren en
el estudio de compuestos derivados de productos naturales para el desarrollo de posibles

farmacos a futuro.?»?

2.1.1 Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son compuestos que las plantas y microorganismaos son capaces
de sintetizar como respuesta quimica para llamar la atencion de otros organismos o cuidarse
de depredadores, pero estos no forman parte del proceso del metabolismo central o primario
de los mismos, algunos incluso son desechos del metabolito primario y esto se debe su
nombre, estos compuestos también pueden ser producto de factores externos a los que se ven
expuestos durante su crecimiento, como factores que provocan estrés, un ejemplo muy
comun son los cambios ambientales o climaticos. Estos factores se pueden manipular con la

finalidad de aumentar la produccién de metabolitos secundarios de interés.?’-%

Estos compuestos tienen una inmensa diversidad por lo que se pueden clasificar en distintos
grupos de acuerdo con sus caracteristicas estructurales y quimica, algunos ejemplos de los
principales grupos son: compuestos aromaticos, glicésidos, flavonoides, alcaloides y
terpenoides. De acuerdo con las caracteristicas de cada tipo de compuesto se les han dado

gran variedad de usos como en medicina tradicional o hasta usos industriales.?

La diversidad quimica de los metabolitos secundarios existentes en las plantas es muy
extensa, debido a que van cambiando su estructura quimica con la evolucion, llegando a ser
cuantitativamente igual o superior a la cantidad de compuestos quimicos con actividad

encontrados o descubiertos por medio de sintesis quimica.*®

2.2 Familia Acanthaceae

Dentro de la familia Acanthaceae se registran aproximadamente 4000 especies y 250 géneros,
lo que la clasifica como una de las 12 familias mas diversas de plantas con flores en el mundo,
las plantas de esta familia se encuentran distribuidas principalmente en los tropicos y
subtropicos, esta familia es conocida por tener un significativo grupo de plantas con gran
diversidad fitoquimica con propiedades farmacologicas, algunos de los géneros mas

utilizados gracias a su actividad biolodgica y medicinal son Justicia y Ruellia.*s2%3
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En la medicina tradicional las plantas de la familia acanthaceae se utilizan para distintos
tratamientos en una gran diversidad de padecimientos, dentro de los que se encuentran:
calculos renales, inflamacién muscular y calambres, hipertension, diabetes, fiebre, dolores y

malestares estomacales. 3031

La clasificacion por grupos de esta familia ha variado al pasar de los afios, por la complejidad
de su rango de habitat, debido a que se encuentra en distintas regiones y que a su vez son
extensas, y por la variacion morfoldgica y genética de las plantas que la conforman. En 1789
Jussieu subdividid la familia de acuerdo a la cantidad de estambres, en 1847 Nees realizo el
tratamiento taxondmico de toda la familia y la dividi6 en dos subordenes el
Anechmatacantheae con dos géneros y el Echmatacantheae con 9 géneros; en 1876 Betham
dividio a la familia basandose en la estivacion de la corola, la forma de la corola, el numero
de semillas y la ausencia o presencia de retinaculos, con especial énfasis en la morfologia de
las anteras, dando como resultado en cinco generos: Thunbergieae, Nelsonieae, Ruellieae,
Acantheae y Justicieae. En la actualidad se han descubierto y clasificado 250 géneros de esta
familia, de los cuales 30 de los géneros mas conocidos por sus usos tradicionales se

encuentran en la Tabla 1.3032

Tabla 1. Clasificacion de algunos géneros importantes de la familia Acanthaceae.®

No Género No Género No Género

1 Blefaris Juss. 11 Justicia L. 21 Asistasia Blume.

2 Lepidagathis Willd. 12 Barleria L. 22 Petalidio Nees.

3 Aphelandra Roxb. 13 Strobilanthes Blume. 23 Aechmanthera Nees.
4 Hygrophila Roxb. 14 Ruellia L. 24 Thunbergia Retz.

5 Dicliptera Juss. 15 Crossandra Salisb. 25 Graptophyllum Nees.
6 Peristrofe Ness. 16 Hemigraphis Nees. 26 Erantemo L.

7 Afrofittonia Lindau 17 Filetia Miq. 27 Geissomeria Lindl.
8 Ambongia Benoist 18 Fittonia Coem. 28 Golea Chiov.

9 Henrya Nees 19 Gymnostachyum Nees 29 Neriacanto Benth.
10 Heteradelfia Lindau 20 Megaskepasma Lindau 30 Vindasia Benoist

2.2.1. Género Justicia

El género Justicia se encuentra dentro de los mas extensos de la familia Acanthaceae, esta
formado por alrededor de 600 especies, que se encuentran ampliamente distribuidas
alrededor del mundo, sin embargo la mayoria se encuentran en las zonas tropicales y tienen
poca representacion en las zonas mas templadas, es un género muy conocido en la medicina

tradicional en distintas culturas, Dentro de los usos que se les dan a estas plantas se
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encuentran los siguientes: antidiabética, antibacteriana, antiinflamatoria, antitumoral y ténico

diurético.18293133

La forma en la que generalmente se consume la planta es mediante una infusion utilizando
las hojas, 0 sus extractos acuosos y las partes mas utilizadas son la raiz, el tallo, las hojas y

en algunos casos el fruto. Algunos ejemplos del género Justicia se encuentran en la Figura

1 18,29,31,33

Ademaés de los usos mencionados, para el género Justicia en la medicina tradicional, estas
plantas también son conocidas por los efectos que causan a nivel del Sistema Nervioso
Central teniendo efectos alucindgenos, somniferos, sedantes, depresores y se ha relacionado

con tratamientos para la epilepsia y desérdenes mentales.83%32

La descripcion general para las especies de Justicia las caracteriza como hierbas o arbustos
perennes erectos o escandentes, con plantas de 1 a 1,5 metros de alto, con hojas que presentan
cistolitos y son pecioladas con un margen foliar que suele ser entero, las inflorescencias estan
en espigas o paniculas cimas, y la especie rara vez tiene flores solitarias, terminales o axilares.
Las bracteas y bractéolas suelen ser conspicuas e imbricadas. Se suele reconocer con
facilidad a las especies de Justicia por su corola bilabial, con un labio posterior generalmente
bilobulado, un labio anterior trilobulado, dos estambres, una capsula con cuatro semillas y
una porcién basal estéril.xe. 34

En América Latina las 3 especies mas utilizadas en la medicina tradicional son Justicia

spicigera, Justicia secunda y Justicia pectoralis.®

= R e % —
b ;

Figura 1. Hojas de J. gendarusa?, J. pectoralis?, J. isularis®, J. adhatoda®, J. flava® y J.

procumbes® 3
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2.2.1.1 Justicia spicigera

Esta planta es nativa de México y paises de Suramérica, actualmente también se pueden
encontrar en Belice, El Salvador, Honduras, Costa Rica y Nicaragua. Es una hierba erecta o
trepadora perene, con hojas pecioladas y un margen entero de color verde oscuro con venas
marcadas, las flores son tubulares de color anaranjado brillante y se encuentran agrupadas

unidas al tallo, presenta dos estambres y una capsula con cuatro semillas (Figura 2). 2293336

Figura 2. Hojas y flor de Justicia spicigera. 3

Algunos de los nombres comunes con los que se conoce la planta son micle, muitle, muicle,
nicle y hierba tinta. Es una planta muy utilizada en la medicina tradicional como estimulante,
tonico sanguineo para el desarrollo de glébulos rojos, antipirético, antiespasmadico,
antiinflamatorio, anticancerigeno, antitumoral, antidiabético, para tratar la bronquitis, la

hipertensién, la anemia y aliviar trastornos menstruales.?*33

Debido al extenso uso que se le ha dado a esta planta en la medicina tradicional se ha
estudiado para caracterizarla y determinar los metabolitos secundarios presentes, se ha
demostrado que contiene flavonoides, antocianinas, carotenoides, taninos, alcaloides,

terpenoides y lignanos.?*333

En estudios fitoquimicos realizados a la J. spicigera se ha encontrado que el compuesto que
potencialmente es el responsable de la actividad biologica como antiinflamatorio y

antidiabético es el flavoniode glucosidado kaempferitrina.*

La kaempferitrina (Figura 3) es el flavonoide méas abundante presente en las hojas de la J.
spicigera, para el cual existen estudios in vivo e in vitro de la evaluacion de la actividad
antidiabética, se ha evaluado su efecto hipoglucemiante. La administracion de dosis de 100
mg/kg y 200 mg/kg de ha demostrado tener efecto hipoglucemiante en ratas con diabetes tipo
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I inducida con aloxan. Ademas, se ha demostrado que tiene efecto citotoxico en células que

derivan de muestras de cancer cervicouterino.2°:3®
OH

HiC,, WOH

OH o " OH

OH

Figura 3. Estructura quimica de la kaempferitrina.3®

2.2.1.2 Justicia secunda
Esta planta es nativa de Suramérica, pero actualmente se encuentra distribuida por toda

América, mayormente en América Central y Suramérica, también en Africa. Es una hierba
de tallos erectos 0 ascendentes, sus hojas son simples y opuestas con margen entero, sus
flores son tubulares de color rojo-violeta que se agrupan en 5 pétalos mayormente libres sobre

la corola y presenta una capsula con cuatro semillas (Figura 4).182235

Figura 4. Hojas y flor de Justicia secunda. 2

Algunos de los nombres comunes que se le dan a esta planta, en las distintas culturas, son la

hoja de la vida, singamichilla, cascajera, insulinay sanguinaria. Es una planta que en América
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Latina se le ha dado gran variedad de usos en la medicina tradicional para tratar afecciones
como anemia, dolores de rifiones, oidos, garganta y nariz, control de la presion arterial y los
niveles de 4&cido Urico en sangre, también como hipoglucemiante, energizante,

hipolipemiante, antimicrobiano, expectorante y sedante, 8202235

En los estudios que se le han realizado a la planta para su caracterizacion fitoquimica, se han
encontrado distintos metabolitos secundarios como alcaloides, lignanos, flavonoides,
terpenoides, fenoles, taninos, saponinas, cumarinas y antocianinas.'®**** Algunos estudios
realizan esta caracterizacion con base en la distribucion de los mismos segun la parte de la
planta, por ejemplo, se ha demostrado en los tallos, la presencia de amidas fendlicas,
alcaloides, amidas, derivados de fenilalanina, lignanos y triterpenos; en las hojas, amidas
fenolicas, alcaloides y derivados de fenilalanina; y en las raices, amidas fenolicas, alcaloides,

amidas, derivados de fenilalanina, lignanos y triterpenos.®

La J. secunda es utilizada en gran variedad de afecciones, pero pocas han sido demostradas.
En los estudios fitoquimicos realizados a la planta, se ha encontrado un compuesto Ilamado
taraxerol (Figura 5), que es un triterpeno con gran potencial farmacologico, presente en
distintas plantas utilizadas en la medicina tradicional, al que se le atribuyen distintas
propiedades como antiinflamatorio, antitumoral, antimicrobial y antioxidante, ademas es
conocido por sus beneficios al utilizarlo en personas que padecen enfermedades como
Alzheimer y Parkinson. A este compuesto, ademas se le conoce por sus beneficios para el
tratamiento contra la diabetes. Sin embargo, no se ha demostrado que sea el responsable de

esta actividad en estudios in vivo e in vitro.2%4°

Figura 5. Estructura quimica del taraxerol.*
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2.3 Familia Cucurbitaceae

La familia Cucurbitaceae, llamada la familia de las calabazas, consiste en aproximadamente
800 especies y 130 géneros, son plantas herbaceas y autocompatibles. Se cree que estas
especies son nativas de India y China, pero actualmente se encuentran distribuidas en
regiones tropicales y subtropicales, en las que se incluyen partes del Amazonas, Africa, Asia,

El Caribe y Suramérica.'244

Esta familia recibe su nombre debido a un grupo de compuestos Ilamado cucurbitacinas, que
estan presentes de forma exclusiva en todas las especies de la familia Cucurbitaceae, lo que
quiere decir que solamente las especies clasificadas dentro de esta familia presentan estos

compuestos.’4

Las cucurbitacinas son metabolitos secundarios llamados terpenoides, la estructura de la
cucurbitacina se observa en la Figura 6, cabe recalcar que esta es la estructura basica, que
puede tener variaciones dependiendo de la planta en especifico de la que provenga. 42

CH,

Figura 6. Estructura quimica de la cucurbitacina.'’

Dentro de las especies mas conocidas de esta familia se encuentra la sandia, por su alto
consumo a nivel mundial, dentro del &mbito farmacoldgico una de las mas importantes es la
Momordica charantia. Las familias mas conocidas por sus estudios, convirtiéndose en las
mas importantes son: Trichosanthes, Lagenaria, Luffa, Benincasa, Momordica, Cucumis,

Citrullus, Cucurbita, Bryonopsis y Corallocarpus.”#>*

Muchas de sus especies son utilizadas en la medicina tradicional y mediante estudios
experimentales se ha demostrado que son ricas en proteinas y contienen gran variedad de
compuestos bioldgicamente activos, utilizados como antifingicos, antibacteriales,

antivirales, antidiabéticos, antinflamatorios y antitumorales.*>*
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2.3.1 Género Momordica

El género Momordica forma parte de la familia Cucurbitaceae y estd compuesto por alrededor
de 60 especies, son plantas trepadoras herbaceas perennes o anuales, que son parte de la
misma familia de la calabaza, melon, sandia y el pepino, la mayoria de las especies de este

género son conocidas por su consumo diario, dentro de la alimentacién a nivel mundial. 174

El nombre Momordica proviene del Latin, que significa “morder”, esto debido a la forma de
la hoja de la mayoria de las especies de este género, con borde de una forma particular, estos
son dentados, aparentando haber sido mordida.*®

Ademas de su importancia dentro de la alimentacién en distintos paises, las especies del
género Momordica también son de suma importancia en la medicina tradicional y cuentan
con gran variedad de estudios fitoquimicos y farmacologicos. Algunas de las especies mas
conocidas por su uso en la medicina tradicional son: Momordica charantia, Momordica

balsamina, Momordica dioica y Momordica foetida.*¢ 3

Dentro de las propiedades que se les atribuyen a estas plantas, en el area de interés
farmacoldgico se encuentran el tratamiento a padecimientos como: diabetes, tumores,
leucemia, candidiasis, malaria, inflamacion muscular, deficiencias inmunolégicas,
hipertension, condiciones relacionadas con el aumento de colesterol y triglicéridos en

sangre.*6-48

2.3.1.1 Momordica charantia

Esta planta es nativa de Asia, pero actualmente también se encuentra distribuida en América
Central, Suramérica, Africa e India. Es una planta herbacea perenne que puede ser de hasta
6 metros de alto, las hojas son simples y alternadas, palmeadas, generalmente presentan de 5
a 7 lobulaciones separadas, con zarcillos sin ramificar o dos ramificados; la flor es
generalmente solitaria en un escapo bracteado, con céliz lobulado de 5 pétalos, de color
amarillo, generalmente con 3 estambres y con pistilos; el fruto es ovoide o elipsoidal, estriado
0 verrugoso, es de seccion transversal hueca con una capa delgada que rodea una cavidad
central con semillas de color blanco o rojo segin la maduracion, de color naranja o verde

segun la variedad (Figura 7).164>4°
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Momordica charantia es una planta que presenta distintas variedades de forma y tamafio en
el fruto; el fenotipo mas utilizado y conocido en China (Figura 7.b) es de forma ovoide sin
punta, color verde palido, de 20 cm a 30 cm de largo, con superficie suave y verrugosa; el
mas comun en la India tiene forma mas estrecha con extremos puntiagudos, con superficie
cubierta de dientes o crestas y es de color verde claro o blanco. En paises como Panama y
zonas de Centro América el méas utilizado tiene frutos més pequefios de 6 cm a 10 cm de
longitud, de color anaranjado brillante cuando estan maduros, con semillas rojas y dulces
(Figura 7.c).*®

7

Figura 7. a) Hojas y flor de M. charantia®, b) Fruto de M. charantia'?, ¢) Fruto de M.

charantia®.

En paises de Asia y Africa, la M. charantia es consumida como un alimento, el fruto es de
consumo diario y las hojas se consumen como infusiones o té. %7 La planta es conocida con
distintos nombres comunes segun la culturay el color del fruto, algunos son: pera de balsamo,
calabaza amarga, karela, cundeamor, bitter meldn (Figura 7.b) o sorosi (Figura 7.c). Es
utilizada alrededor del mundo por distintas culturas como antihelmintica, antimalarica,
antiulcerosa, antiviral, antineoplasica, antihiperlipidémica, antiséptica, antioxidante,
antiinflamatoria y hepatoprotectora. También, se utiliza en tratamientos para la obesidad,
afecciones ovaricas, y el mas conocido para la diabetes mellitus. Muchos de sus usos han
sido demostrados, incluso la mayoria se han probado en animales y algunos en humanos

(como su uso en tratamientos para la diabetes tipo 1 y I1).1%131617.444549-53

En la caracterizacion fitoquimica de la planta, se han encontrado distintos metabolitos
secundarios, responsables de la gran cantidad de usos y de su bioactivida, como
cucurbitacinas, esteroles, triterpenos, flavonoides, saponinas, antocianinas y en su mayoria

alcaloides.t17:4549
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En estudios realizados a la planta se ha encontrado que hay varios compuestos responsables
de la actividad hipoglucemiante. Se ha demostrado que la administracién de 100 mg/kg del
extracto concentrado de la fruta dos veces al dia tiene efectos hipoglucemiantes en ratas con

diabetes tipo I inducida con aloxan.*

El momordicin (Figura 8) es un triterpeno tetraciclico, al que se le atribuyen propiedades
relacionadas con la actividad hipoglucemiante de la M. charantia, este compuesto se ha
encontrado en todas las partes de la planta y ademéas se le atribuyen también efectos

estomacales beneficiosos para la salud.**#°

HO

HsC
°7 CHy OH

Figura 8. Estructura quimica del momordicin.*

El charantin (Figura 9) es un glucdsido esteroidal presente en la M. charantia, al que se le
atribuyen propiedades relacionadas con la disminucién de azlcar en sangre, similar a las de
la insulina. Este compuesto se encuentra principalmente en el fruto y tiene efectos similares
a los de drogas comerciales en dosis orales en ratas, con diabetes tipo | inducida con aloxan,
que van de 50 mg/kg a 100 mg/kg. Ademas, se le atribuye actividad cardiovascular, la cual

también ha sido estudiada y probada en animales.'213495

Glucose

)

CH, HsC

CH,

H;C

Figura 9. Estructura quimica del charantin.*°
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2.4 Diabetes mellitus

La diabetes mellitus es la enfermedad endocrina mas comun, es considerada una de las cinco
causas por las que mueren mas personas en el mundo, es causada por un desorden en el
metabolismo, generado por una combinacion de factores tanto hereditarios como del entorno,
que causan un elevado nivel de azucar en la sangre (hiperglucemia), debido a defectos en la

secrecion o produccion de insulina, la accion de la insulina en el cuerpo o0 ambas.*>*!

El tratamiento mas comin para este padecimiento se basa en el uso de agentes
hipoglucemiantes, que, por lo general, tienen efectos secundarios como aumento de peso,
desdrdenes gastrointestinales, edema periférico e insuficiencia hepatica, algunas de estas
complicaciones se dan en plazos de largo tiempo que pueden ser meses o afios, haciendo que
la expectativa de vida de las personas con esta enfermedad sea de aproximadamente 2/3 con
respecto a la poblacion en general.554%

El incremento en los ultimos afios en el nimero de personas que padecen diabetes mellitus
es alarmante, incluso se dice que tiene proporciones a nivel de una pandemia. Actualmente
unas de las mayores causas de diabetes son los habitos de alimentacion y el estilo de vida de

las personas.>>®

El nivel o el grado de hiperglicemia puede variar con el transcurso del tiempo, incluso la
enfermedad puede estar presente pero no desarrollarse en un grado suficiente como para
causar hiperglicemia, algunas personas que logran tener un control de esto y ser
diagnosticadas a tiempo pueden mantener los niveles de azlcar controlados y evitar el
progreso de la enfermedad, manteniendo un peso recomendado o reduciendo su peso de ser

necesario, comiendo sanamente y realizando actividad fisica.*

La diabetes mellitus se puede presentar de dos formas distintas en los pacientes, la diabetes
tipo | caracterizada por el incremento de los niveles de glucosa en sangre. Es una enfermedad
autoinmune crénica, que se da por la deficiencia de insulina debido a la pérdida de células
pancreaticas. La etiologia de la diabetes tipo | no se comprende por completo, pero de
acuerdo con los estudios realizados a lo largo de los afios se cree que la destruccion de las

células B es mediada por las células T.>"*®
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Por otro lado, la diabetes tipo I, que es la forma mas prevalente de la diabetes mellitus, se
caracteriza por una resistencia a la insulina. Las células responden de forma inadecuada a la
insulina producida por las células  pancreaticas, y al avanzar la enfermedad se da la pérdida
progresiva de la secrecion de insulina de las células B, esto debido a que el cuerpo detecta

que la insulina no es aprovechada y se da una disminucién de la masa de células [.%%>°

La diabetes tipo I, conocida como insulinodependiente, es dificil de controlar con medicina
alternativa, debido a que las personas que la padecen requieren suministrar insulina
diariamente para poder sobrevivir a esta enfermedad. A diferencia de la diabetes tipo Il que
estd mas relacionada con un desorden en el metabolismo, este tipo de diabetes lo padecen

alrededor del 90 % de las personas con la enfermedad. *

Estudios recientes estiman que cerca del 30 % de las personas que padecen de diabetes
utilizan la medicina tradicional como complemento o tratamiento alternativo para controlar
la enfermedad y tratar de disminuir los efectos secundarios relacionados a la diabetes, muchas
hierbas o plantas medicinales con actividad hipoglucemiante y antioxidante pueden proteger

organos involucrados en el proceso degenerativo de la diabetes mellitus. 1354

El estrés oxidativo y la generacion de radicales libres se relacionan con gran cantidad de
enfermedades, entre ellas la diabetes y el aceleramiento del proceso de envejecimiento. En
un metabolismo que funciona de manera ideal, la cantidad de radicales libre y de
antioxidantes deben estar en proporcion o “equilibrio”, cuando una persona tiene diabetes,
los niveles de azucar son altos por lo que se da un aumento de la produccidn de los radicales
libres, debido a la oxidacion de azlcares, y ademas se da una disminucién de antioxidantes.
De manera que, el uso de plantas medicinales con actividad hipoglucemiante y antioxidante
puede retardar o prevenir la oxidacion de moléculas y ademas estabilizar los radicales

libres.>>¢

2.4.1 Neuropatia diabética
La neuropatia diabética es una de las complicaciones cronicas mas comunes en las personas
con diabetes, siendo este un trastorno neurodegenerativo. Esta condicion puede afectar el

Sistema Nervioso Central, Periférico y Autdnomo, pero mayormente afecta el Sistema
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Nervioso Periférico, siendo también el factor inicial de otras complicaciones como

ulceraciones en la piel y amputacion de extremidades.®°-52

Algunas de las neuropatias que se pueden presentar son plexopatias, radiculapatias,
cardiopatias y gastropatias; dentro de estas las mas estudiadas son las asociadas al Sistema
Cardiovascular. Es importante identificar si las neuropatias se deben o se asocian a la diabetes
en las personas que padecen la enfermedad, a pesar de que es complicado, esto debido a que
se deben excluir otros factores como los hereditarios o procesos inflamatorios asociados a

otras causas o enfermedades.°63

Cerca del 50% de las personas que padecen de diabetes presentan neuropatias, la mas comun
es la polineuropatia simétrica distal, que se manifiesta en manos y extremidades inferiores,
presentandose pérdida de la funcion sensorial, dolor y morbilidad, como consecuencia
aumentan las caidas, provocando que aumente el dolor y disminuya la calidad de vida de los

pacientes con este padecimiento.®?

La neuropatia diabética dolorosa (PDN, por sus siglas en inglés) no se presenta en todos los
pacientes con neuropatias diabéticas, esto debido a que pueden darse casos asintomaticos,
del 30-50% de los pacientes con neuropatia diabética desarrollan dolor neuropatico,
relacionado a hiperalgesia y alodinia graves. 6

La alodinia se describe como un dolor espontaneo o producido por estimulos no nociceptivos
mecanicos o térmicos y la hiperalgesia es producida por el movimiento o la presion de las
articulaciones produciendo una respuesta incrementada a estimulos normalmente dolorosos,
siendo estas una complicacién grave que se manifiesta comunmente en los pacientes con

diabétes que desarrollan PDN, resultando en dolor devastador e inclusive incapacitante.®®

Existen varios factores metabolicos asociados con presentar PDN, como en muchos de los
factores de riesgo asociados al dolor, el sexo femenino es uno de ellos, también se encuentran
factores metabdlicos como control glucémico deficiente, funcion renal alterada e indice de

masa corporal alto.52-%4

Las caracteristicas o sintomas mas comunes en las PDN son: sensacion de hormigueo,

entumecimiento, ardor, dolor punzante insoportable e incluso en algunas ocasiones

24



intratable, dolor de pies y manos; afecta con mayor frecuencia a las partes mas distales de las

extremidades por lo que es comdn la pérdida sensorial.®2-%4

Para pacientes con diabetes tipo | el control de los niveles de glucosa detiene la progresion
de la neuropatia diabética, pero este fenémeno no se da de forma efectiva en los pacientes
que padecen diabetes tipo 11, por lo que los enfoques para prevenir y tratar este trastorno son

distintos para cada tipo de diabetes.®

2.5 Productos finales de glicacién (AGE’s)

La prolongacién de la hiperglucemia, como se presenta en los pacientes con diabetes, es el
factor que causa la mayoria de las complicaciones de la enfermedad, uno de los cambios
irreversibles mas importantes que se producen en el cuerpo humano, al presentar
hiperglucemia prolongada, es la formacion de los productos finales de glicacion avanzada
(AGE’s); estos tienen una variedad de efectos quimicos, celulares y tisulares, y actian como
mediadores de las complicaciones diabéticas y de los cambios asociados con el
envejecimiento, debido a que alteran la estructura y funcion de las moléculas en los sistemas

bioldgicos y aumentan el estrés oxidativo.®’

El término glicacién se utiliza para referirse a la unién no enzimatica de un azlcar a otra
biomolécula; los AGE (Advanced Glycation End Products) por sus siglas en inglés, son
compuestos que se derivan de la glicacion y oxidacion no enzimética de proteinas, lipidos y
acidos nucleicos en un proceso conocido como reaccion de Maillard. En la formacién de
AGE’s (Figura 10) inicialmente se da una reaccién entre el grupo carbonilo de un azlcar
reductor (como glucosa, fructosa, galactosa y manosa) y el grupo amino libre de una proteina,
lipido o &cido nucleico (mayoritariamente en residuos de lisina o arginina) que forman una
Base de Schiff inestable, esta reaccion depende de la concentracion de glucosa, es reversible
y ocurre en pocas horas; el siguiente paso puede tardar varias semanas y es la formacion de
un compuesto Amadori que es mas estable y la reaccion es parcialmente reversible. Si las
reacciones contindan y la hiperglicemia es persistente, al pasar semanas e incluso meses se
da la acumulacion de compuestos Amadori y estos sufren otras reacciones irreversibles como
oxidacion, deshidratacion y degradacion, parte de estos productos Amadori sufren una
desglicosilacion y forman los dicarbonilos oxidantes glioxal y 3-deoxiglucosona que son

potentes oxidantes, capaces de catalizar nuevas reacciones de union de glucosa a proteina, en
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esta fase se da reacciones de glico-oxidacion proteica formando productos unidos a una sola
proteina incapaces de formar puentes entre ellos como pirrilina y N-carboximetil-lisina. Por
ultimo, se da la union de la pirralina y de la N-carboximetil-lisina con una segunda proteina
y forman estructuras conocidas como puentes DOLD y GOLD, los AGE’s que son
compuestos muy estables y que alteran irreversiblemente la estructura ternaria y cuaternaria

de las proteinas. ®&7

Los AGE’s se producen de manera endogena por estrés oxidativo o por hiperglucemia, y no
solo a partir de glucosa, también se producen a partir de compuestos dicarbonilo producidos
a partir de la autooxidacion y los productos de degradacion de la glucosa, como el glioxal, el
metilglioxal y la 3-desoxiglucosona, o o-hidroxialdehidos como el gliceraldehido y el
glicolaldehido. En el caso de la hiperglucemia crdnica, los AGE se producen activamente y
se acumulan en la sangre circulante y en diversos tejidos, provocando complicaciones

vasculares en la diabetes.”

En las personas con diabetes, el aumento de los niveles de glucosa en sangre conduce a la
glicacion de gran cantidad de proteinas estructurales y funcionales para producir AGE’s que
resultan en la alteracion o pérdida de la funcion de la proteina e interacttan con su receptor
especifico (RAGE), para modificar la expresién génica, la sefializacion intracelular y

promover la liberacion de moléculas proinflamatorias y radicales libres.®

2.5.1 Receptores de AGE’s (RAGE)
Los RAGE son moléculas de superficie celular de tipo inmunoglobulina, que son capaces de

reconocer una gran variedad de estructuras quimicas y son expresados en gran cantidad de
tipos celulares que se encuentran en la region extracelular. Los RAGE son receptores
multiligando, por lo que actian como receptores de diversos ligandos liberados por células
estresadas, dafiadas e inflamadas. En condiciones normales de salud la expresion de RAGE’s
es baja, pero la expresion de estos aumenta en condiciones de inflamacién cronica como
enfermedades intestinales, artritis reumatoide, aterosclerosis, Alzheimer y complicaciones
asociadas a la diabetes, este incremento en la expresion se relaciona con el alto nivel de
AGE’s.5270
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Evaluar el efecto hipoglicemiante, antialodinico y la composicion fitoquimica del extracto
obtenido de las cuatro especies de plantas: Justicia spicigera, Justicia secunda y dos
variedades de Momordica charantia, utilizadas en la medicina tradicional como tratamiento

coadyuvante para la diabetes.

3.2 Objetivos especificos

1. Determinar la naturaleza quimica de los metabolitos secundarios presentes en los
extractos hidroalcoholicos de las plantas Justicia spicigera, Justicia secunda y dos
variedades de Momordica charantia.

2. Comprobar la actividad hipoglicemiante de los extractos hidroalcohdlicos de manera
in vitro mediante bioensayos de glicacién avanzada asociados a diabetes tipo 1l 'y de
manera in vivo mediante ensayos para diabetes tipo II.

3. Evaluar la actividad antialodinica de los extractos hidroalcohdlicos de manera in vivo
mediante ensayos de efecto analgésico en ratas con neuropatia diabética.

4. Metodologia

4.1 Recoleccion y autenticacidn de la materia vegetal

Se recolectaron aproximadamente 3 kg de material vegetal de cada especie a utilizar, hojas
frescas de J. spicigera y J. secunda, hojas frescas y frutos de M. charantia (sorosi) y frutos
de M. charantia (bitter melon). Las plantas fueron identificadas por botanicos que laboran en
el Herbario Juvenal Valerio de la Universidad Nacional que colaboraron con el proyecto,

testigos bioldgicos fueron preservados en la coleccion del herbario para su posterior consulta.

4.2 Preparacion del extracto
Las hojas recolectadas se secaron a 60°C por 48 horas, luego se molieron y tamizaron

utilizando un molino. Al material molido se le realizaron extracciones utilizando 600 g de
material vegetal y etanol al 80% como disolvente, en proporciones de 1:10 (p/v) de materia
vegetal: disolvente, la mezcla materia vegetal/etanol se agitd durante al menos 8 horas a 200
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rpm y posteriormente se filtro al vacio. Luego, se realiz6 una segunda extraccion con el
residuo vegetal utilizando una relacion 1:5 de materia vegetal: disolvente, la mezcla obtenida
nuevamente se agité para su posterior filtracion. Los dos extractos se combinaron y se
secaron al vacio utilizando un rotavapor, posteriormente se almacenaron a 20 °C en la

oscuridad.”

4.3 Caracterizacion fitoquimica

Se utilizé cromatografia de capa fina del alto rendimiento (HPTLC) para la identificacion de
la naturaleza quimica de los metabolitos secundarios presentes en los extractos obtenidos.
Esta técnicay las derivatizacionesyde se realizaron acorde con los protocolos elaborados por
el Dr. Gabriel Zamora del Programa de Microbiologia y Quimica Medicinal del CINAT
(Apéndice B).

4.4 Actividad inhibitoria sobre la formacion de AGE’s

Se utilizaron distintos rangos de concentracion para cada extracto y un control positivo, que
se colocaron en un sistema de microplacas Biotek Synergy HT, luego se agregé a cada pocillo
de la microplaca una cantidad especifica de glucosa, azida de sodio como catalizador y
albumina como sustrato para la formacion de AGE’s. Posteriormente, se disolvio todo en
buffer de fosfato pH 7.4 hasta alcanzar un volumen de 100 pL en cada pocillo. Los blancos

fueron preparados de la misma manera a excepcion de la adicién de albumina.

Las microplacas fueron incubadas por 24 horas a una temperatura de aproximadamente 37
°C, finalizado el tiempo se realizd la medicion de la fluorescencia a una longitud de
excitacion de 370 nm y de emision de 410 nm en el lector de microplacas Biotek Synergy

HT. El protocolo utilizado se encuentra en el Apéndice D.”*

4.5 Actividad hipoglucemiante mediante ensayos in vivo (Apéndice A).

4.5.1 Animales de experimentacion

Se emplearon ratas Wistar de 6-7 semanas y con un peso corporal de 160 g a 250 g. Se
siguieron los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana para el cuidado y uso de animales
para laboratorio (NOM-062-Z0O0-1999), las guias o los estandares de ética para la

experimentacién de dolor en animales Zimmermann, 1983 y las Guias del Consejo Nacional
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para el Uso y Cuidados de Animales de Experimentacion de Estados Unidos y Canada.
Ademas, el protocolo se aprob6 por el Comité de Bioética para la Investigacion de Animales
de Laboratorio del CICESE (Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de
Ensenada). Los animales se distribuyeron en grupos de 4-5, los cuales fueron almacenados
en el equipo de mantenimiento optirat, el cual cuenta con todas las condiciones de control
como son: 1) temperatura de 24°+ 2°C, 2) ciclo de luz-oscuridad 12h:12h, 3) humedad

relativa de 50 + 15 % y 4) alimento y agua ad libitum.

4.5.2 Evaluacion del efecto hipoglucemiante de los extractos en ratas con
diabetes inducida

Para la evaluacion del efecto hipoglucemiante de los extractos de las plantas J. spicigera, J.
secunda y las dos variedades de M. charantia, se emple6 el modelo de neuropatia inducida
por diabetes experimental. Para ello, se inyectd una dosis de 50 mg/kg de estreptozotocina
(STZ, Research Biochemical International, USA) por via intraperitoneal.” La diabetes se
confirmd una semana después mediante la lectura de los niveles de azucar en sangre, la cual
se tomd de la vena de la cola de la rata, utilizado un glucémetro Ascensia ELITE (Bayer,
Cuidad de México). La lectura realizd antes de la administracion de STZ y cada tercer dia
posteriores a la administracion, durante 2 semanas a 6 semanas, tiempo en el que se desarrolla
la alodinia (neuropatia diabética). El efecto hipoglicemiante de los extractos se determind en
ratas con valores de glucosa sanguinea mayores a 270 mg/dL. Una vez confirmada la
diabetes, se administraron por via oral, 3 dosis diferentes de cada extracto. Los niveles de
glucosa se determinaron antes y a los 30, 60, 90, 120 y 150 min posteriores a la

administracion de los extractos alcohélicos.

4.5.3 Evaluacion del efecto antialodinico (analgésico) de los extractos en ratas
con diabetes inducida
De 6 semanas a 10 semanas posteriores a la administracion de STZ, se evalud el desarrollo

de la alodinia. El efecto antialodinico o analgésico se determind con el método de “up and
down” utilizando diversos filamentos de vonFrey de diferentes calibres (UgoBasil). Paraello,
las ratas se ponen en cajas de plastico, sobre una malla metalica de acero inoxidable en el
fondo para permitir su aclimatizacion por al menos 30 minutos antes de realizar los

experimentos. La prueba de umbral tactil se basa en inducir el retiro de las patas traseras del
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animal a estimulos mecanicos ligeros, para lo cual se utilizaron filamentos de von Frey con
un rango de 2.36 g a 6.65 g (Stoelting, Wood Dale, IL) para determinar el 50% de umbral de
retiro utilizando el método de arriba-abajo descrito por Dixon en 1980.7° Se comenz6 con el
filamento que produzca una fuerza intermedia (3.41 g) y se aplicd una presion constante,
haciendo que el filamento genere una forma de u sobre la superficie plantar de la pata de la
rata, por 10 segundos, si el animal retiraba la pata (umbral de retiro) se tomé como una
respuesta positiva y se tomd un filamento de menor calibre o fuerza, de lo contrario, se tomd
como una respuesta negativa y se tomo el filamento que ejerza una mayor fuerza, hasta
obtener una respuesta positiva. Una vez que hubo un cambio en la respuesta, ya sea positiva
0 negativa, se tomaron 4 estimulos mas, para tener en total una serie de 6 patrones de
respuestas positivas y negativas. Estos datos fueron tabulados y se calcul6 el 50 % de umbral

de respuesta (Q).

Para la evaluacion del efecto antialodinico (analgésico) de los extractos etanolicos, se van a
administrar las mismas dosis que se utilizaron para la evaluacion de la hiperglicemia. El
umbral de retiro se evalué al tiempo O minutos y cada 30 minutos posteriores a la
administracion, hasta observar que el efecto analgésico desaparecié por completo, con la
finalidad de establecer bien el curso temporal y calcular el Area Bajo la Curva de cada dosis

para establecer graficos de dosis-respuesta.

4.5.4 Andlisis de datos

Para los datos del efecto hipoglucemiante, se obtuvo el promedio * el error estandar de cada
grupo administrado de 4 animales y se analizd6 mediante un analisis de varianza de una via
(ANOVA), seguido por la prueba de Tukey para observar diferencias entre tratamientos.
Para los datos del efecto antialodinico, los resultados se expresaron como el promedio + el
error estandar de cada grupo experimental de 4 animales. De los datos obtenidos se realizaron

gréficas del 50 % de umbral de retiro (g) en funcién del tiempo (min).

50 % Umbral de retiro (g)= (10[Xf +K5])/10 000
Donde: Xf: es el valor del Gltimo filamento de von Frey utilizado (unidades log)
K: es el factor de correccidn basado en valor tabulado de respuestas positivas y negativas

0: es la diferencia de promedio entre estimulos (unidades log).

31



De los datos del 50 % del umbral de retiro, se construyen graficas de barras y curvas dosis
respuesta del % antialodinico representado como el porcentaje del maximo efecto posible
(%MEP), utilizando la siguiente férmula.

%MEP= [(ABC farmaco - ABC salina) / (ABC sham - ABC salina)] x 100

4.5.5 Grupos experimentales
Grupo 1: Administracion del vehiculo (este se determind dependiendo del disolvente en el

cual estan los extractos, en este caso agua). Este se tomo como control negativo

Grupo 2: Administracion de Glibenclamida u otro farmaco con actividad hipoglucemiante
conocida. Este se utilizd6 solo como control positivo en la evaluacion del efecto
hipoglucemiante de los extractos.

Grupo 3: Administracion de Gabapentina (como control de farmaco con actividad
antialodinica). Este se utilizo solo en la evaluacion del efecto antialodinico de los extractos
Grupo 4: Administracién de dosis 1 (10 mg/kg) del extracto 1 (Justicia secunda)

Grupo 5: Administracion de dosis 2 (100 mg/kg) del extracto 1 (Justicia secunda)

Grupo 6: Administracion de dosis 3 (1000 mg/kg) del extracto 1 (Justicia secunda)

Grupo 7: Administracién de dosis 1 (10 mg/kg) del extracto 2 (Justicia spicigera)

Grupo 8: Administracién de dosis 2 (100 mg/kg) del extracto 2 (Justicia spicigera)

Grupo 9: Administracion de dosis 3 (1000 mg/kg) del extracto 2 (Justicia spicigera)

Grupo 10: Administracion de dosis 1 (10 mg/kg) del extracto 3 (Sorosi, M. charantia)
Grupo 11: Administracion de dosis 2 (100 mg/kg) del extracto 3 (Sorosi, M. charantia)
Grupo 12: Administracion de dosis 3 (1000 mg/kg) del extracto 3 (Sorosi, M. charatia)
Grupo 13: Administracion de dosis 1 (10 mg/kg) del extracto 4 (Bitter melon, M. charantia)
Grupo 14: Administracion de dosis 2 (100 mg/kg) del extracto 4 (Bitter meldn, M. charantia)
Grupo 15: Administracion de dosis 3 (1000 mg/kg) del extracto 4 (Bitter melon, M.

charantia)

Nota: Le evaluacion del efecto hipoglucemiante y antialodinico se realizé en el Laboratorio
del CICESE (Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada),

localizado en Meéxico, realizando una pasantia.
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5. Resultados y discusion

5.1 Caracterizacion fitoquimica

Utilizando el protocolo descrito en el Apéndice B, se obtuvieron una serie de cromatogramas
para cada una de las derivatizaciones realizadas (Apéndice C), a partir de estos se realizo el
“chemical fingerprint” de cada planta mediante una imagen comparativa donde se muestra el
track con mejores resultados para cada plata, esto con cada una de las derivatizaciones, y a
partir de esta imagen se realizo el analisis para determinar la naturaleza quimica de los

metabolitos secundarios presentes en el extracto hidroalcohoélico de cada planta.

5.1.1 “Chemical fingerprint” J. spicigera
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Figura 11. Vista comparativa de imagenes para cromatogramas y derivatizaciones de extracto

de Justicia spicigera. (1) exposicién a ultravioleta a 254 nm, (2) exposicion a ultravioleta a
366 nm, (3) reactivo de productos naturales (366 nm), (4) DPPH (luz visible), (5) reactivo de
anisaldehido (luz visible), (6) reactivo de anisaldehido (366 nm), (7) reactivo de vainillina
(luz visible), (8) fast blue salt B (luz visible), (9) reactivo de Dragendorff (luz visible).

Como se menciona en el protocolo descrito en el Apéndice B, la determinacion de las familias

quimicas presentes en los extractos se realiz6 mediante la comparacion de los resultados de

33



las derivatizaciones con literatura especializada, y a partir de esto se puede interpretar lo

observado en la Figura 11 de la siguiente manera:

Tercio inferior (Rf 0 —0.3)

Sobresalen bandas de tonos azules (Rf 0.16), rojos (Rf 0.22) y naranjas (Rf 0.20) al exponerse
a 366 nm. Dichas bandas se repiten en la derivatizacion con el reactivo de productos
naturales; se incluyen dos bandas de tono amarillo (Rf 0.19 y Rf 0.25 respectivamente). Lo
anterior es presuntivo de compuestos fenolicos y en particular el tono azul lo es de
flavononas, el naranja de flavonas y el amarillo de flavonas y flavononas. Todas las bandas
descritas reportan un tono amarillo en el reactivo de anisaldehido y vainillina, lo cual es

presuntivo de flavonas y flavonoles.

Tercio medio (Rf 0.3 -0.6)

Sobresalen bandas de tonos verde (Rf 0.41) y naranja (Rf 0.49) en la derivatizacion con el
reactivo de productos naturales. Lo anterior es presuntivo de compuestos fendlicos y en
particular el tono verde lo es de flavonoles y el naranja es presuntivo de flavonas y flavonoles.
Todas las bandas descritas reportan un tono amarillo en el reactivo de anisaldehido y

vainillina, lo cual es presuntivo de flavonas y flavonoles.

Tercio superior (Rf 0.6 — 1.0)
Sobresalen bandas rojizas intensas tipicas de residuos de clorofila (Rf 0.83 en adelante).
Dichos residuos, es comin que se ubiquen en esta area del cromatograma al emplearse la

fase movil descrita.

Otros resultados

Una banda con una reaccién con el reactivo de Dragendorff (Rf 0.05), no es presuntiva de
alcaloides dado que dicho constituyente tiene una reaccién con el reactivo de productos
naturales (tono rojizo) y una reaccion de tono amarillo con el reactivo de anisaldehido y
vainillina. Dichos resultados son presuntivos de flavonas. Este es un claro ejemplo de una
reaccion falsa positiva con el reactivo de Dragendorff; similar a la reportada por Anderson et
al (1977) y Habib (1980).

Hay un constituyente con una reaccién positiva con el DPPH (Rf 0.35).
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5.1.2 “Chemical fingerprint” J. secunda
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Figura 12. Vista comparativa de imagenes para cromatogramas y derivatizaciones de extracto

8 9

de Justicia secunda. (1) exposicién a ultravioleta a 254 nm, (2) exposicién a ultravioleta a
366 nm, (3) reactivo de productos naturales (366 nm), (4) DPPH (luz visible), (5) reactivo de
anisaldehido (luz visible), (6) reactivo de anisaldehido (366 nm), (7) reactivo de vainillina

(luz visible), (8) fast blue salt B (luz visible), (9) reactivo de Dragendorff (luz visible).

Como se menciona en el protocolo descrito en el Apéndice B, la determinacion de las familias
quimicas presentes en los extractos se realizd mediante la comparacién de los resultados de
las derivatizaciones con literatura especializada, y a partir de esto se puede interpretar lo

observado en la Figura 12 de la siguiente manera:

Tercio inferior (Rf 0 —0.3)

Sobresalen bandas de tonos rojos (Rf 0.07) y azules (Rf 0.18) al exponerse a 366 nm. Dichas
bandas se repiten en la derivatizacion con el reactivo de productos naturales; se incluye una
banda de tono amarillo (Rf 0.22). Lo anterior es presuntivo de compuestos fenolicos y en
particular el tono azul lo es de flavononas.

35



Tercio medio (Rf 0.3 —0.6)
Sobresalen bandas de tonos rojo (Rf 0.49) y verde (Rf 0.46) al exponerse a 366 nm. Dichas
bandas se repiten en la derivatizacidn con el reactivo de productos naturales. Lo anterior es

presuntivo de compuestos fendlicos y en particular el tono verde lo es de flavonoles.

Tercio superior (Rf 0.6 — 1.0)
Sobresalen bandas rojizas intensas tipicas de residuos de clorofila (Rf 0.83 en adelante).
Dichos residuos, es comun que se ubiquen en esta area del cromatograma al emplearse la

fase movil descrita.

Otros resultados
Se reporta ausencia de alcaloides acorde a la reaccién con el reactivo de Dragendorff.

No hay reaccién con el DPPH.

5.1.3 “Chemical fingerprint” M. charantia (Sorosi)
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Figura 13. Vista comparativa de imagenes para cromatogramas y derivatizaciones de extracto

6

de Momordica charantia (variedad Sorosi). (1) exposicion a ultravioleta a 254 nm, (2)
exposicioén a ultravioleta a 366 nm, (3) reactivo de productos naturales (366 nm), (4) DPPH
(luz visible), (5) reactivo de anisaldehido (luz visible), (6) reactivo de anisaldehido (366 nm),
(7) reactivo de vainillina (luz visible), (8) fast blue salt B (luz visible), (9) reactivo de
Dragendorff (luz visible).
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Como se menciona en el protocolo descrito en el Apéndice B, la determinacion de las familias
quimicas presentes en los extractos se realizd mediante la comparacién de los resultados de
las derivatizaciones con literatura especializada, y a partir de esto se puede interpretar lo

observado en la Figura 13 de la siguiente manera:

Tercio inferior (Rf 0 —0.3)

Sobresalen bandas de tonos azules al exponerse a 366 nm. Dichas bandas se repiten en la
derivatizacion con el reactivo de productos naturales; se incluyen dos bandas de tono amarillo
(Rf0.07 y Rf 0.26). Lo anterior es presuntivo de compuestos fenolicos y en particular el tono
azul lo es de flavononas y el amarillo de flavonas y flavononas. Se reportan bandas con un
tono morado en la derivatizacion con el reactivo de anisaldehido (derivados de terpenos y
esteroideos) y un tono azul en la derivatizacion con el reactivo de vainillina, lo cual es

presuntivo de derivados de terpenos.

Tercio medio (Rf 0.3 —0.6)

Sobresalen bandas de tonos azules al exponerse a 366 nm. Dichas bandas se repiten en la
derivatizacion con el reactivo de productos naturales. Lo anterior es presuntivo de
compuestos fendlicos y en particular el tono azul lo es de flavononas. Se reportan bandas con
un tono morado en la derivatizacion con el reactivo de anisaldehido (derivados de terpenos
y esteroides) y un tono azul en la derivatizacion con el reactivo de vainillina, lo cual es
presuntivo de derivados de terpenos.

Se reporta una banda naranja (Rf 0.34) en la derivatizacion con el fast blue salt B, lo cual es

presuntivo de compuestos fendlicos y taninos.

Tercio superior (Rf 0.6 — 1.0)

Se reportan bandas con un tono morado en la derivatizacion con el reactivo de anisaldehido
(derivados de terpenos y esteroideos) y un tono azul en la derivatizacion con el reactivo de
vainillina, lo cual es presuntivo de derivados de terpenos.

Se reportan dos bandas naranjas (Rf 0.72 y Rf 0.80 respectivamente) en la derivatizacion con
el fast blue salt B, lo cual es presuntivo de compuestos fenolicos y taninos.

Sobresalen bandas rojizas intensas tipicas de residuos de clorofila (Rf 0.83 en adelante).
Dichos residuos, es comin que se ubiquen en esta area del cromatograma al emplearse la

fase movil descrita.
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Otros resultados

No se presenta reaccion con el reactivo de con el DPPH ni con el reactivo de Dragendorff.

5.1.4 “Chemical fingerprint” M. charantia (Bitter melon)
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Figura 14. Vista comparativa de imagenes para cromatogramas y derivatizaciones de extracto
de Momordica charantia (variedad Bitter Melon). (1) exposicion a ultravioleta a 254 nm, (2)
exposicion a ultravioleta a 366 nm, (3) reactivo de productos naturales (366 nm), (4) DPPH
(luz visible), (5) reactivo de anisaldehido (luz visible), (6) reactivo de anisaldehido (366 nm),
(7) reactivo de vainillina (luz visible), (8) fast blue salt B (luz visible), (9) reactivo de

Dragendorff (luz visible).

Como se menciona en el protocolo descrito en el Apéndice B, la determinacion de las familias
quimicas presentes en los extractos se realiz6 mediante la comparacion de los resultados de
las derivatizaciones con literatura especializada, y a partir de esto se puede interpretar lo
observado en la Figura 14 de la siguiente manera:

Tercio inferior (Rf 0 —0.3)

Sobresalen bandas de tonos azules al exponerse a 366 nm. Dichas bandas se repiten en la
derivatizacion con el reactivo de productos naturales. Lo anterior es presuntivo de
compuestos fendlicos y en particular el tono azul lo es de flavononas. Se reportan bandas con
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un tono morado en la derivatizacion con el reactivo de anisaldehido (derivados de terpenos
y esteroides) y un tono azul en la derivatizacion con el reactivo de vainillina, lo cual es

presuntivo de derivados de terpenos.

Tercio medio (Rf 0.3 - 0.6)
Debido a la poca concentracion del extracto, las bandas son muy escazas y delgadas para

poder interpretarlas.

Tercio superior (Rf 0.6 — 1.0)
Debido a la poca concentracion del extracto, las bandas son muy escazas y delgadas para

poder interpretarlas.

Otros resultados

No se presenta reaccion con el reactivo de con el DPPH ni con el reactivo de Dragendorff.
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5.1.5 Comparacion entre los extractos de J. spicigera, J. secunda y M.
charantia (Sorosi y Bitter melon)
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Figura 15. Vista comparativa de imagenes Figura 17. Vista comparativa de imagenes
para cromatogramas de extractos de (1) J. para cromatogramas de extractos de (1) J.
secunda, (2) J. spicigera y M. charantia secunda, (2) J. spicigera y M. charantia
(variedad (3) Sorosi y (4) Bitter Melon). (variedad (3) Sorosi y (4) Bitter Melon).
Exposicion a luz ultravioleta a 254 nm. Derivatizacién con reactivo de productos
T T naturales (366 nm).
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Figura 16. Vista comparativa de imagenes 4 2 . -~ o
para cromatogramas de extractos de (1) J. Figura 18. Vista comparativa de imagenes
secunda, (2) J. spicigera y M. charantia para cromatogramas de extractos de (1) J.

(variedad (3) Sorosi y (4) Bitter Melon). secu.nda, (2) J. spic,igera y M charantia
Exposicion a luz ultravioleta a 366 nm. (variedad (3) Sorosi y (4) Bitter Melon).
Derivatizacién con DPPH (luz visible).
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Figura 19. Vista comparativa de imagenes Figura 21. Vista comparativa de imagenes
para cromatogramas de extractos de (1) J. para cromatogramas de extractos de (1) J.
secunda, (2) J. spicigera y M. charantia secunda, (2) J. spicigera y M. charantia
(variedad (3) Sorosi y (4) Bitter Melon). (variedad (3) Sorosi y (4) Bitter Melon).
Derivatizacion con el reactivo de Derivatizacion fast blue salt B (luz
anisaldehido (luz visible). visible).
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Figura 20. Vista comparativa de imagenes Figura 22. Vista comparativa de imagenes
para cromatogramas de extractos de (1) J. para cromatogramas de extractos de (1) J.
secunda, (2) J. spicigera y M. charantia secunda, (2) J. spicigera y M. charantia
(variedad (3) Sorosi y (4) Bitter Melon). (variedad (3) Sorosi y (4) Bitter Melon).
Derivatizacion con el reactivo de Derivatizacion con el reactivo de
vainillina (luz visible). Dragendorff (luz visible)
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De acuerdo con las figuras comparativas presentadas anteriormente y mediante la
comparacion de los resultados de las derivatizaciones con literatura especializada, como se

menciona en el protocolo del Apéndice B, se logran interpretar lo siguiente:

Los extractos de Justicia secunda, Justicia spicigera y Momordica charantia (variedad
Sorosi y Bitter Melon) presentan perfiles muy diferentes en cuanto a su composicion en
compuestos fendlicos (ver Figura 17). Solamente el extracto de Justicia spicigera presenta
un constituyente (Rf 0.35) que inhibe el DPPH (ver figura 18). Lo cual, implica que dicho

constituyente podria emplearse como un marcador de identidad entre estos extractos.

Los resultados para las derivatizaciones con los reactivos de anisaldehido y vainillina
(Figuras 19 y 20 respectivamente) indican que los extractos exhiben composiciones muy

diferentes en cuanto a compuestos fendlicos y posibles terpenos.

El resultado obtenido con la derivatizacion de fast blue salt B (figura 21) demuestra que la
variedad Sorosi de M. charantia, presenta un constituyente color naranja (Rf 0.34) solo
visible en este extracto. De la misma manera, J. spicigera presenta 2 constituyentes color
naranja solamente visibles en estos extractos (Rf 0.20 y Rf 0.23 respectivamente).

Se reporta ausencia de alcaloides (ver figura 22) en todos los extractos estudiados.

De acuerdo con lo reportado en la literatura, la J. spicigera presenta compuestos fendlicos y
se le atribuyen sus propiedades hipoglucemiantes a un flavonoide llamado kaempferitrina, lo
cual concuerda con la caracterizacién realizada al extracto, por lo que se podria indicar que
el extracto alcoholico si presenta este tipo de metabolitos secundarios, pero faltarian estudios

para confirmar si es el mismo compuesto activo.

En el caso de la J. secunda, se reporta en la literatura que el compuesto al que se le atribuyen
las propiedades hipoglucemiantes de la planta es un triterpeno, llamado taraxerol, de acuerdo
con la caracterizacion fitoquimica realizada, el extracto alcohdlico no presenta este tipo de
compuestos, por lo que se puede indicar que los triterpenos de la planta pueden estar
presentes en otro tipo de extracto, como por ejemplo uno realizado con compuestos de menor

polaridad.

La M. charantia, es reportada en la literatura como una Unica especie, a la cual se le atribuyen

las propiedades hipoglucemiantes por varios metabolitos secundarios, los mas mencionados
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son un triterpeno tetraciclico llamado momordicin y un glucésido esteroidal llamado
charantin, de acuerdo a la caracterizacion fitoquimica realizada para ambas variedades,
Sorosi y Bitter melon, ambos presentan terpenos y compuestos esteroideos, por lo que esto
podria coincidir con los compuestos reportados, mencionados anteriormente, de igual

manera, serian necesarios mas estudios para determinar si es el mismo compuesto.

5.2 Actividad inhibitoria sobre la formacion de AGE’s

Se desarroll6 en el Laboratorio de Desarrollo de Tecnologia Quimica de la Universidad
Nacional, mediante un método de anélisis de actividad antidiabética, el cual se basa en la
deteccion de productos avanzados de glicacion (AGE’s por sus siglas en inglés). Se
analizaron los extractos de las cuatro plantas, con el fin de identificar su potencial
antidiabético al disminuir la concentracion de AGE’s en un sistema de microplacas Biotek
Synergy HT.

Para estas pruebas se utilizé el protocolo descrito en el Apéndice D, basado en el descrito por
Derbré et al (2010), optimizandolo para adaptarlo a los extractos a analizar. En las cuales
para cada extracto se realizaron 6 diluciones en etanol al 70%, ya que en experimentos
anteriores se determind como disolvente organico que no compromete los resultados de la
lectura de actividad fluorescente de los AGE’s, y disoluciones en medio acuoso de

aminoguanidina a distintas concentraciones como control positivo.

Los resultados obtenidos se basan en datos de 1C50 con su respectiva grafica, las cuales se

obtuvieron utilizando la herramienta “1C50 Calculator de AAT Bioquest”.

5.2.1 Aminoguanidina

Se empled una disolucion de aminoguanidina en medio acuoso como estandar de calibracion,

se utiliza esta sustancia debido a que es un conocido inhibidor de la formacion de AGE’s.

Utilizando la herramienta llamada IC50 Calculator de AAT Bioquest, a partir de los datos de
absorbancia obtenidos en dos experimentos distintos, se generan las graficas respectivas para
determinar el 1C50, la grafica de porcentaje de inhibicion (eje y) versus concentracion (eje

X) debe tener una forma en especifico, similar a una “s” invertida, como la que se observa en
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la Figura 23. A partir de estos graficos se obtiene un 1C50 promedio de 1,27 mM con una

desviacion estandar de 0,03.

- -

Figura 23. Grafico generado en la herramienta “Calculator de AAT Bioquest”, donde se

muestra porcentaje de inhibicidn vs concentracién de aminoguanidina.

5.2.2 J. spicigera
Se realizaron 6 diluciones en etanol al 70% del extracto hidroalcohdlico obtenido de la planta.

Utilizando la herramienta llamada IC50 Calculator de AAT Bioquest, a partir de los datos de
absorbancia obtenidos en dos experimentos distintos, se generan las graficas respectivas para
determinar el IC50, una de las graficas de porcentaje de inhibicién (eje y) versus
concentracion (eje x) se observa en la Figura 24. A partir de estos graficos se obtiene un IC50

promedio de 0,53 mM con una desviacion estandar de 0,03.

Figura 24. Grafico generado en la herramienta “Calculator de AAT Bioquest”, donde se

muestra porcentaje de inhibicion vs concentracion de J. spicigera.

Ademaés del grafico mostrado anteriormente, para verificar si realmente el extracto de la
planta presenta efecto hipoglicemiante por medio de la inhibicion de AGE’s, se realiza un
grafico de porcentaje promedio de AGE’s versus concentracion del extracto. El resultado
obtenido para J. spicigera se observa en la Figura 25 y por medio de este grafico se determina

que el porcentaje de AGE’s en la menor concentracion del extracto es alrededor del 100%,
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pero este disminuye con el aumento de la concentracion de las disoluciones del extracto hasta
llegar a un valor menor al 20% al utilizar una concentracion de 2,5 mg/mL. Por lo tanto, se
puede determinar que el extracto de J. spicigera posee actividad hipoglicemiante por medio

de la inhibicién en la formacion de AGE’s.
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Figura 25. Porcentaje promedio de inhibicién de AGES con respecto a la concentracion del

extracto de J. spicigera.

5.2.2 J. secunda
Se realizaron 6 diluciones en etanol al 70% del extracto hidroalcohélico obtenido de la planta.

Utilizando la herramienta llamada IC50 Calculator de AAT Bioquest, a partir de los datos de
absorbancia obtenidos en dos experimentos distintos, se generan las graficas respectivas para
determinar el IC50, una de las graficas de porcentaje de inhibicion (eje y) versus
concentracion (eje x) se observa en la Figura 26. A partir de estos graficos se obtiene un IC50

promedio de 1,6 mM con una desviacion estandar de 0,2.

Figura 26. Grafico generado en la herramienta “Calculator de AAT Bioquest”, donde se

muestra porcentaje de inhibicion vs concentracion de J. secunda.
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Ademas del grafico mostrado anteriormente, para verificar si realmente el extracto de la
planta presenta efecto hipoglicemiante por medio de la inhibicion de AGE’s, se realiza un
grafico de porcentaje promedio de AGE’s versus concentracion del extracto. El resultado
obtenido para J. secunda se observa en la Figura 27 y por medio de este grafico se determina
que las concentraciones de 0.005 mg/mL, 0.05 mg/mL y 0.25 mg/mL del extracto no influyen
en la sefal de fluorescencia, pero después de tener 1.25 mg/mL la inhibicion alcanza un 60%.
Por lo tanto, se puede determinar que el extracto de J. secunda si tiene capacidad de inhibir
la formacion de AGEs, sin embargo, se necesitan concentraciones altas para ver valores

cercanos al 60%-50% de inhibicién.
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Figura 27. Porcentaje promedio de inhibicion de AGE’s con respecto a la concentracion del
extracto de J. secunda.

5.2.3 M. charantia (sorosi)
Se realizaron 6 diluciones en etanol al 70% del extracto hidroalcohdlico obtenido de la planta.

Utilizando la herramienta llamada IC50 Calculator de AAT Bioquest, a partir de los datos de
absorbancia obtenidos en dos experimentos distintos, se generan las graficas respectivas para
determinar el 1C50, una de la grafica de porcentaje de inhibicion (eje y) versus concentracion
(eje x) se observa en la Figura 28. A partir de estos graficos se obtiene un IC50 promedio de

1,5 mM con una desviacion estandar de 0,7.
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Figura 28. Grafico generado en la herramienta “Calculator de AAT Bioquest”, donde se

muestra porcentaje de inhibicion vs concentracion de M. charantia (sorosi).

Ademas del gréafico mostrado anteriormente, para verificar si realmente el extracto de la
planta presenta efecto hipoglicemiante por medio de la inhibicion de AGE’s, se realiza un
grafico de porcentaje promedio de AGE’s versus concentracion del extracto. El resultado
obtenido para M. charantia (sorosi) se observa en la Figura 29 y por medio de este gréfico
se determina que a menor concentracion de las diluciones del extracto el porcentaje de
formacion de AGEs es del 100%, pero con el aumento de la concentracion el porcentaje
disminuye hasta un valor aproximado del 40% de la formacion de AGEs. No obstante, este
valor no es suficiente para concluir que el extracto en estudio posee actividad
hipoglicemiante, debido a que la desviacion estandar entre repeticiones es elevada en
comparacion con el dato de 1C50, y el porcentaje de inhibicion en algunos casos no logré

alcanzar el 50%, por lo que los resultados no fueron consistentes y congruentes entre si.

T T T T 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Concentracion (mg/mL)

Porcentaje promedio de AGE's
=
+

Figura 29. Porcentaje promedio de inhibicion de AGE’s con respecto a la concentracion del

extracto de M. charantia (sorosi).
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5.2.4 M. charantia (Bitter melon)
Se realizaron 6 diluciones en etanol al 70% del extracto hidroalcohdlico obtenido de la planta.

Utilizando la herramienta llamada IC50 Calculator de AAT Bioquest, a partir de los datos de
absorbancia obtenidos en dos experimentos distintos, se generan las graficas respectivas para
determinar el IC50, una de las graficas de porcentaje de inhibicién (eje y) versus
concentracion (eje X) se observa en la Figura 30. A partir de estos graficos se obtiene un IC50

promedio de 0,19 mM con una desviacion estandar de 0,17.

Figura 30. Grafico generado en la herramienta “Calculator de AAT Bioquest”, donde se
muestra porcentaje de inhibicion vs concentracion de M. charantia (Bitter melon).

Ademas del grafico mostrado anteriormente, para verificar si realmente el extracto de la
planta presenta efecto hipoglicemiante por medio de la inhibicion de AGE’s, se realiza un
grafico de porcentaje promedio de AGE’s versus concentracion del extracto. El resultado
obtenido para M. charantia (sorosi) se observa en la Figura 31 y por medio de este gréfico
se determina que el aumento de la concentracion del extracto parece no tener injerencia en la
reduccion de la fluorescencia producida por la acumulacion de AGE’s en el sistema, y se
puede observar que los resultados obtenidos se encuentran sobre la linea del 100% del
porcentaje promedio de AGE’s, ademas, la desviacion estandar entre repeticiones es elevada
en comparacion con el dato de IC50. Por lo tanto, se puede determinar que el extracto no

presenta actividad hipoglicemiante por medio de la inhibicién en la formacion de AGE’s.
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Figura 31. Porcentaje promedio de inhibicion de AGE’s con respecto a la concentracion del

extracto de M. charantia (Sorosi).

Es importante mencionar que se demostrd que el extracto de Bitter melon presentaba
fluorescencia propia, por lo que los resultados de la curva de inhibicion no podian ser
ajustados al ser comparados con los blancos. Se decidi6 realizar calibraciones para medir la
fluorescencia propia del extracto a las distintas concentraciones utilizadas y esto ayudé a
realizar los ajustes necesarios para obtener una curva como la que se muestra en la Figura 30,
a pesar de las complicaciones, por lo que al realizar una gran cantidad de repeticiones, se
determiné el comportamiento de la curva bajo estas condiciones, sin embargo, la forma de la
curva no es la esperada, se observa invertida con respecto a los demas extracto y el control

positivo.

5.2.5 Comparacion entre los extractos de J. spicigera, J. secunda y M.
charantia (Sorosi y Bitter melon)
Tabla 2. Comparacion del IC50 y la actividad hipoglicemiante por medio de la inhibicion

en la formacion de AGE’s para los extractos de J. spicigera, J. secunda y M. charantia
(Sorosi y Bitter melon).

Inhibicion de
formacion de AGE’s
Si, al aumentar

J. spicigera 0,53 0,03 concentracion del
extracto
Si, al aumentar
J. secunda 1,6 0,2 concentracion del
extracto
No, resultados no
congruentes
No, 100% de AGE’s en
M. charantia (B. melon) 0,19 0,17 distintas
concentraciones

Planta IC50 (mM) Desviacion estandar

M. charantia (Sorosi) 1,5 0,7
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Los resultados obtenidos indican que los extracto de J. spicigera y J. secunda si presentan
actividad hipoglicemiante por medio de la inhibicion de AGE’s, con un IC50 distinto, en
donde se puede observar que la concentracion necesaria para inhibir el 50% de los AGE’s es
mucho mayor para los extractos de J. secunda, indicando que se necesita una dosis mas alta

para tener el mismo efecto hipoglucemiante.

En el caso de ambas variedades de M. charantia no se obtienen resultados positivos, se
observa que los resultados no son congruentes entre si, no se da la precision deseada y por
ende se observan desviaciones estandar altas, demostrando que los resultados no son lo
suficientemente confiables para determinar su efecto hipoglicemiante por medio de la
inhibicion de AGE’s, a pesar de que se tiene un dato numeérico para el IC50, esto no determina
si el extracto es efectivo o no, debido a que al utilizar la herramienta IC50 Calculator de AAT
Bioquest, siempre se va a obtener un valor numérico, por lo que en estos casos también es de
suma importancia interpretar el gréafico y verificar que este tenga los valores de eje correctos,
tomando en cuenta que son porcentajes deben estar entre 0y 100, ademas que el valor central

o de IC50 realmente coincida con la forma esperada cerca del valor de 50 del eje y.

Tomando los resultados obtenidos del 1C50, sumado a la interpretacién del grafico, y
corroborando con el grafico de Porcentaje promedio de inhibicion de AGE’s versus
concentracion, se obtiene una conclusion de si el extracto de la planta presenta efecto

hipoglicemiante por medio de la inhibicion de AGE’s.

Es importante tomar en consideracidn que el tener un resultado negativo en la prueba de
inhibicion de AGE’s no indica que la planta no funciona como coadyudante en el tratamiento
de la diabetes, debido a que el efecto hipoglicemiante se puede dar por distintos mecanismos
en el metabolismo de la glucosa/insulina en el cuerpo, por lo que con estas pruebas se
determina que las especies plantas de plantas utilizadas de M. charantia no utilizan el

mecanismo de inhibicion de AGE’s.

5.3 Efecto hipoglucemiante de los extractos en ratas con diabetes inducida
Se desarroll6 en el CICESE (Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de
Ensenada), Baja California, México. Se emplearon ratas Wistar de 6-7 semanas, se siguieron

los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana para el cuidado y uso de animales para
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laboratorio (NOM-062-Z00-1999), las guias o los estandares de ética para la
experimentacién de dolor en animales Zimmermann, 1983y las Guias del Consejo Nacional
para el Uso y Cuidados de Animales de Experimentacion de Estados Unidos y Canada.

Para la evaluacion del efecto hipoglucemiante de los extractos de las plantas J. spicigera, J.
secunda y las dos variedades de M. charantia, se empled el modelo de neuropatia inducida

por diabetes experimental.

Se confirma la diabetes cuando los niveles de glucosa en sangre superan los 180 mg/dL, esto

sucedié entre las semanas 5 y 6, como se observa en el gréafico de la Figura 31.
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Ratas normoglicemicas
200

Glucosa (mag/dL)
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0 | | | | L] | | |

1 3 5 6 8 10 1" 12

Tiempo (semanas)
Figura 32. Variacion de los niveles de glucosa en sangre (mg/dL) en ratas con diabetes

inducida y ratas normoglicémicas al transcurrir las semanas.

Posteriormente se utilizaron las ratas para la administraron de los extractos, por via oral,
cuando superaron los 250 mg/dL de glucosa en sangre, utilizando 3 dosis diferentes de cada
extracto (10, 100 y 1000 mg/kg). Los niveles de glucosa se determinaron antes y a los 30,

60, 90, 120 y 150 minutos posteriores a la administracion de los extractos alcoholicos.

5.3.1 J. spicigera
Se administré el extracto alcohdlico de la planta, en las 3 dosis mencionadas anteriormente,

utilizando grupos de 4 a 5 ratas para cada una de las dosis. La glucosa en sangre se mide
antes de la administracion y posterior a esta durante el tiempo estimado, obteniendo un

grafico como el que se observa en la Figura 33.
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Figura 33. Glucosa en sangre con respecto al tiempo al administrar Glibenclamida como

control positivo y el extracto de J. spicigera por via oral en 3 dosis distintas.

De acuerdo con los resultados obtenidos, observados en la Figura 33, se puede indicar que
los extractos de la J. spicigera si tienen efecto hipoglucemiante, determinando que la

concentracion con mejor eficacia fue la de 100 mg/kg.

Tomando los datos como valores porcentuales, siendo el 100% el valor de glucosa en sangre
de ratas diabéticas y el 0% el valor de glucosa en sangre de las ratas normoglicémicas, se
obtiene el grafico de la Figura 34, en el que se puede observar que la Glibenclamida, farmaco
utilizado para el tratamiento de diabetes tipo I, utilizado como control positivo, disminuye
el porcentaje de glucosa en sangre a un 43,65% y la J. spicigera en dosis de 100 mg/kg a un
45,13%, confirmando que el extracto de J. spicigera tiene un alto efecto hipoglucemiante,

siendo este bastante similar al del farmaco utilizado como control positivo.
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Figura 34. Porcentaje de glicemia promedio al utilizar Glibenclamida como control positivo

y extractos de J. spicigera en 3 dosis distintas.
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5.3.2 J. secunda
Se administrd el extracto alcoholico de la planta, en las 3 dosis mencionadas anteriormente,

utilizando grupos de 4 a 5 ratas para cada una de las dosis. La glucosa en sangre se mide
antes de la administracion y posterior a esta durante el tiempo estimado, obteniendo un

grafico como el que se observa en la Figura 35.
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Figura 35. Glucosa en sangre con respecto al tiempo al administrar Glibenclamida como
control positivo y el extracto de J. secunda por via oral en 3 dosis distintas.

De acuerdo con los resultados obtenidos, observados en la Figura 35, se puede indicar que
los extractos de la J. secunda si tienen efecto hipoglucemiante, determinando que la

concentracion con mejor eficacia fue la de 100 mg/kg.

Tomando los datos como valores porcentuales, siendo el 100% el valor de glucosa en sangre
de ratas diabéticas y el 0% el valor de glucosa en sangre de las ratas normoglicémicas, se
obtiene el grafico de la Figura 36, en el que se puede observar que la Glibenclamida, farmaco
utilizado para el tratamiento de diabetes tipo I, utilizado como control positivo, disminuye
el porcentaje de glucosa en sangre a un 43,65% y la J. secunda en dosis de 100 mg/kg a un
52,27%, confirmando que el extracto de J. secunda tiene efecto hipoglucemiante, siendo este

un poco mas bajo que el del farmaco utilizado como control positivo.
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Figura 36. Porcentaje de glicemia promedio al utilizar Glibenclamida como control positivo

y extractos de J. secunda en 3 dosis distintas.

5.3.3 M. charantia (Sorosi)

Se administré el extracto alcoholico de la planta, una dosis, utilizando grupos de 4 a 5 ratas
para cada una de las dosis. La glucosa en sangre se mide antes de la administracion y posterior
a esta durante el tiempo estimado, obteniendo un grafico como el que se observa en la Figura
37.
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Figura 37. Glucosa en sangre con respecto al tiempo al administrar Glibenclamida como

control positivo y el extracto de M. charantia (Sorosi) por via oral en 1 dosis.

De acuerdo con los resultados obtenidos, observados en la Figura 37, se puede indicar que
los extractos de la M. charantia (Sorosi) no tienen efecto hipoglucemiante, debido que al
utilizar la dosis de 100 mg/kg no se obtuvieron resultados positivos, no se obtuvo un descenso

en el porcentaje de glucosa en sangre medida a las distintas ratas en los tiempos estimados,
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por esta razon no se realizaron los ensayos utilizando las distintas dosis que se utilizaron con

los demas extractos.

Tomando los datos como valores porcentuales, siendo el 100% el valor de glucosa en sangre
de ratas diabéticas y el 0% el valor de glucosa en sangre de las ratas normoglicémicas, se
obtiene el gréafico de la Figura 38, en el que se puede observar que la Glibenclamida, farmaco
utilizado para el tratamiento de diabetes tipo Il, utilizado como control positivo, disminuye
el porcentaje de glucosa en sangre a un 43,65% y la M. charantia (sorosi) en dosis de 100
mg/kg a un 85,83%, confirmando que el extracto de M. charantia (sorosi) no tiene efecto
hipoglucemiante, presentando un porcentaje de glicemia alto al administrar la dosis y ademas
también se puede observar una desviacion estandar de los datos bastante alta, esto debido a

que el extracto no logro estabilizar ni disminuir la glicemia medida en las ratas.
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Figura 38. Porcentaje de glicemia promedio al utilizar Glibenclamida como control positivo
y extractos de M. charantia (Sorosi) en 1 dosis.

5.3.4 M. charantia (Bitter Melon)

Se administro el extracto alcohdlico de la planta, en las 3 dosis mencionadas anteriormente,
utilizando grupos de 4 a 5 ratas para cada una de las dosis. La glucosa en sangre se mide
antes de la administracion y posterior a esta durante el tiempo estimado, obteniendo un

grafico como el que se observa en la Figura 39.
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Figura 39. Glucosa en sangre con respecto al tiempo al administrar Glibenclamida como
control positivo y el extracto de M. charantia (Bitter melon) por via oral en 3 dosis

distintas.

De acuerdo con los resultados obtenidos, observados en la Figura 39, se puede indicar que
los extractos de la M. charantia (Bitter melon) si tienen efecto hipoglucemiante,

determinando que la concentracion con mejor eficacia fue la de 100 mg/kg.

Tomando los datos como valores porcentuales, siendo el 100% el valor de glucosa en sangre
de ratas diabéticas y el 0% el valor de glucosa en sangre de las ratas normoglicémicas, se
obtiene el grafico de la Figura 40, en el que se puede observar que la Glibenclamida, farmaco
utilizado para el tratamiento de diabetes tipo I, utilizado como control positivo, disminuye
el porcentaje de glucosa en sangre a un 43,65% y la M. charantia (Bitter melon) en dosis de
100 mg/kg a un 44,52%, confirmando que el extracto de M. charantia (Bitter melon) tiene
efecto hipoglucemiante, siendo este un poco mas bajo que el del farmaco utilizado como

control positivo.
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Figura 40. Porcentaje de glicemia promedio al utilizar Glibenclamida como control positivo

y extractos de M. charantia (Bitter melon) en 3 dosis distintas.

5.3.5 Comparacion entre los extractos de J. spicigera, J. secunda y M.
charantia (Sorosi y Bitter melon)

Al unificar los resultados obtenidos para el extracto de cada planta y tomando en
consideracién que en los cuatro casos la dosis con mayor efecto fue la de 100 mg/kg, se
obtiene un grafico de comparacion, que se observa en la figura 41, en el que se ve como van
cambiando los niveles de glucosa en sangre con forme pasa el tiempo, después de administrar
la dosis mencionada. Cabe recalcar que el nivel de glucosa en sangre inicial, en tiempo 0, es
distinto para cada experimento, debido a que se utilizan distintos animales, todos con diabetes

inducida y en semanas similares.
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Figura 41. Glucosa en sangre con respecto al tiempo al administrar Glibenclamida como

control positivo y el extracto de cada planta en dosis de 100 mg/kg.
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De acuerdo a lo observado en la Figura 41, el extracto de la planta M. charantia en la variedad
de Sorosi, es el Unico que no presentd efecto hipoglucemiante y la J. spicigera presentd los
mejores resultados, bastante silimalres a los de la Glibenclamida utilizada como control
positivo. Al finalizar los 150 minutos M. charantia en la variedad de Bitter melon y la J.
spicigera fueron los extractos que lograron reducir los niveles de glucosa en sangre en mayor

medida, hasta valores muy similares a los del farmaco.

Tomando los datos como valores porcentuales, siendo el 100% el valor de glucosa en sangre
de ratas diabéticas y el 0% el valor de glucosa en sangre de las ratas normoglicémicas, se
obtiene el gréfico de la Figura 42, en el que se observan los resultados obtenidos para los
extractos de las cuatro plantas.

Con estos resultados, que se observan en la Figura 42, se confirma que los extractos
alcohdlicos de M. charantia en la variedad de Bitter melon administrado en dosis de 100
mg/kg, que logré reducir los niveles de azlcar en sangre hasta un 44,52%, y la J. spicigera
en dosis de 100 mg/kg, que logré reducirlos hasta un 45,13%, fueron los extractos con
mejores resultados; estos en comparacion con el farmaco utilizado como control positivo que

logro reducir los niveles de azlcar en sangre hasta un 43,65%.

Tomando estos datos en consideracion se puede indicar que los extractos de M. charantia en
la variedad de Bitter melon, J. spicigera y J. secunda, con una reduccion de 52,27%, si
funcionan como agentes hipoglucemiantes; en el caso del Sorosi, con una reduccién de 85,83,
siendo el que presenta los resultados con la reduccion de azlcar en sangre mas baja, se puede
indicar que su efecto hipoglucemiante es muy bajo, por lo que no tendria un impacto

significativo en un paciente con diabetes tipo Il al utilizarlo como tratamiento coadyudante.
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Figura 42. Porcentaje de glicemia promedio al utilizar Glibenclamida como control positivo
y el extracto de cada planta en dosis de 100 mg/kg.

5.4 Evaluacion del efecto antialodinico (analgésico) de los extractos en ratas
con diabetes inducida

Se desarrollé en el CICESE (Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de
Ensenada), Baja California, México. Se emplearon ratas Wistar de 6-7 semanas, se siguieron
los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana para el cuidado y uso de animales para
laboratorio (NOM-062-Z00-1999), las guias o los estandares de ética para la
experimentacién de dolor en animales Zimmermann, 1983 y las Guias del Consejo Nacional

para el Uso y Cuidados de Animales de Experimentacion de Estados Unidos y Canada.

De 6 semanas a 12 semanas posteriores a la administracion de STZ, se evalud el desarrollo
de la alodinia. El efecto antialodinico o analgésico se determiné con el método de “up and
down” utilizando diversos filamentos de vonFrey de diferentes calibres, con un rango de 2.36

g a 6.65 g para determinar el 50% de umbral de retiro.

Se confirma la alodinia cuando el 50% del umbral de retiro es cercano a 5 g, los valores para
ratas sanas se encuentran entre 12 y 15 g, como se observa en el grafico de la Figura 43,
durante la semana 9 se observo que los valores se encontraban dentro del rango para ratas
normales, debido a que durante este periodo las ratas con diabetes inducida ain no habian
desarrollado la alodinia, al llegar a semana 11 ya se observan valores bajos para el 50% del

umbral de retiro, cercanos o menores a 5, para ambas patas (derecha e izquierda traseras),
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por lo que a partir de este momento se realizaron las pruebas para determinar el efecto

antialodinico de los distintos extractos.
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Figura 43. Variacion del 50% de umbral de retiro en ratas con diabetes inducida al

transcurrir las semanas.

Posterior a la determinacién de la alodinia en las ratas con diabetes inducida, se utilizo para
cada planta la concentracion del extracto con mejores resultados en las pruebas de efecto

hipoglucemiante, para las cuatro plantas fue la dosis de 100 mg/kg.

La administracion de la gabapentina (GBP), como control positivo, y de los extractos se
realizé por via oral y la medicién de respuestas, tanto positivas como negativas, mediante
estimulos no dolorosos en ambas patas traseras, utilizando el método “up-down”, se realizo
inicialmente en tiempo O justo al administrar el extracto, luego a los 15 minutos y
continuando en intervalos de 30 minutos hasta llegar a un total de 180 minutos, como se
observa en la Figura 44, esto para determinar la fuerza mecanica necesaria para provocar una
respuesta de retirada de la pata en el 50% de los animales, de acuerdo a la formula estadistica
utilizada para determinar las DL50.
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Figura 44. Variacién del 50% de umbral de retiro con respecto al tiempo al administrar

Gabapentina como control positivo y el extracto de las plantas en dosis de 100 mg/kg.

De acuerdo a los resultados obtenidos, observados en la Figura 44, se puede indicar que los
extractos de las cuatro plantas utilizadas (J. spicigera, J. secunda y dos especies de M.
charantia) en dosis de 100 mg/kg si tienen efecto antialodinico, debido a que a partir de los
30 minutos se ve un aumento significativo en el 50% de umbral de retiro, sin embargo su
efecto y la duracién del mismo son bajos en comparacion con la Gabapentina utilizada como
control positivo en dosis de 300 mg/kg, como se observa en el gréafico, a partir de los 90
minutos en efecto disminuye aumentando el valor del 50% de umbral de retiro, lo que indica
que se vuelven a presentar respuestas por parte del animal al aplicar estimulos no dolorosos,
y al llegar a los 150 minutos el valor vuelva a ser similar al inicial, indicando que se llega a
la finalizacién del efecto causado por los extractos, esto a diferencia de la Gabapentina que

al transcurrir los 180 minutos continta haciendo efecto en las ratas.

Tomando los datos como valores porcentuales se realiza el grafico de %MEP (porcentaje
méaximo efecto posible), siendo el 100% el valor dado a la respuesta de las ratas sin dolor,
normoglicémicas, y el 0% el valor dado a la respuesta de las ratas con diabetes inducidas a
las que solamente se les administrd vehiculo, siendo utilizadas como control, se obtiene el
gréfico de la Figura 45, en el que se puede observar que la Gabapentina, farmaco utilizado
para el dolor, utilizado como control positivo, presenta un porcentaje de analgesia de un
73,43%, disminuyendo la respuesta de las ratas con los estimulos y por ende disminuyendo
el dolor percibido por estas, con respecto a los extractos se obtiene un porcentaje de analgesia
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de 35,21% para la J. spicigera, 46,67% para la J. secunda, 29,30% para el Bitter melon y
22,88% para el Sorosi.

100+

Ratas diabeticas

80
Ratas normales
60 Justicia spicigera 100 mg/kg

Justicia secunda 100 mg/kg

% Analgesia

40 Biter melon 100 mg/kg
Sorosi 100 mg/kg

GBP 300 mg/kg

20

e
Figura 45. Porcentaje de analgesia promedio al utilizar Gabapentina como control positivo

y el extracto de las plantas en dosis de 100 mg/kg.

Los datos presentados anteriormente confirman que los extractos si tienen efecto
antialodinico en las ratas con diabetes inducida, pero el efecto es bajo, en donde el mayor
efecto analgesico se obtiene con el extracto alcoholico de la planta J. secunda y el menor con

el extracto de la planta sorosi.

6. Conclusiones

Al realizar la caracterizacion fitoquimica se logrd determinar que el extracto alcohélico de
las plantas de la familia Acanthaceae contienen distintos metabolitos secundarios, a pesar de
que de forma popular se conocen con el mismo nombre, ademas para el extracto de la J.
spicigera se determina, que contiene compuestos fenolicos, como flavonoides, lo que
concuerda con la literatura en la que se indica que las propiedades hipoglucemiantes que se
le atribuyen a un flavonoide Ilamado kaempferitrina, los estudios realizados no son
suficientes para confirmar que sea el mismo compuesto, sin embargo si pertenece a la misma
clasificacion de metabolitos secundarios, por lo que si no es el mismo, tendria una estructura

guimica bastante similar.

En el caso de la J. secunda ocurrio algo muy distinto, debido a que, de acuerdo con la
literatura, se le atribuyen sus propiedades hipoglucemiantes a un triterpeno llamado taraxerol,

sin embargo, de acuerdo a la caracterizacion realizada, el extracto alcoholico de la planta no
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contiene triterpenos, por lo que la actividad reflejada puede provenir de otro tipo de

compuesto y los triterpenos estar presenten en otro tipo de extracto.

Las plantas utilizadas de la familia Cucurbitaceae, se conocen con el mismo nombre
cientifico, Momordica charantia, sin embargo, al realizar la caracterizacion fitoquimica para
los extractos alcohdlicos de ambas plantas, conocidas como Bitter melon y Sorosi, se
determind que son quimicamente distintas, ademas se pueden diferenciar por su apariencia

fisica debido a que el fruto tiene distinto tamafio y color.

Con respecto a las propiedades hipoglucemiantes, en la literatura se le atribuyen a dos
compuestos, un triterpeno llamado momordicin y a un glucdsido esteroidal Ilamado
charantin, segln la caracterizacion realizada, en ambas plantas se determina la presencia de
terpenos y compuestos esteroideos, que se podrian asociar a la presencia del momordicin y
el charantin respectivamente, sin embargo no se pueden determinar los compuestos quimicos
como tal con las pruebas realizadas, por lo que Unicamente se puede indicar que al estar
dentro de la misma clasificacion de metabolitos secundarios, tiene una estructura quimica

similar.

Al realizar las pruebas in vitro y posteriormente las pruebas in vivo, los resultados de ambas
se pueden entrelazar para tener conclusiones mas exactas. Iniciando con el extracto de J.
spicigera que, si obtuvo resultados positivos en las pruebas in vitro, de inhibicion de AGES’s,
siendo la que present6 mejores resultados, y esto se corrobora con las pruebas iv vivo que de
igual manera tiene los mejores resultados, siendo la que presenta un menor porcentaje
promedio de glicemia al ser administrado el extracto en dosis de 100 mg/kg, indicando que
el extracto alcohdlico de J. spicigera si funcionaria como tratamiento coadyudante para la
diabetes tipo II.

Al analizar los resultados obtenidos para el extracto de J. secunda, se observa que, si presenta
resultados positivos en las pruebas de inhibicion de AGE’s, al igual que en las pruebas in
vivo, teniendo buenos resultados en ambas, lo que indica que el extracto alcohdlico de J.
secunda si funcionaria como tratamiento coadyudante para la diabetes tipo |1, pero se deben
administrar dosis mayores para obtener resultados similares a los que se obtendrian al utilizar

extractos de J. spicigera.
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Al utilizar dos especies distintas de M. charantia, los resultados se deben analizar por aparte
debido a que son plantas distintas y por ende se obtuvieron resultados diferentes, para el
extracto de la planta conocida como Bitter melon, se obtienen resultados negativos para las
pruebas in vitro, pero se obtiene muy buenos resultados en las pruebas in vivo, siendo el
extracto con el segundo mejor resultado, por lo que se puede concluir que el Bitter melon si
funcionaria como tratamiento coadyudante para la diabetes tipo Il, pero en el cuerpo
interviene en un mecanismo distinto al de inhibicion de AGE’s al actuar como

hipoglucemiante.

En el caso del extracto de la planta conocida como sorosi, se obtiene resultados negativos en
ambos tipos de prueba, por lo que se concluye que este extracto no funcionaria como

tratamiento cooadyudante para la diabetes tipo II.

Por ultimo, se realizaron pruebas para determinar el efecto antialodinico de los extractos
alcohdlicos de las 4 plantas, para los cuales se obtuvieron resultados bastantes similares,
debido a que, en todos los casos, los extractos si tienen efecto antialodinico, pero es bajo y
tiene poca duracion, en donde el mayor efecto analgésico se obtiene con el extracto de la
planta J. secunda y el menor efecto con el extracto de la planta M. charantia en la especie

conocida como sorosi.
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Apeéndice A

Tabla 3. Protocolo de antidiabéticos utilizado en Laboratorio de Farmacologia Pre-clinica;
CICESE-Centro CONACYT

Protocolo de antidiabéticos.

Colaboracion: Dra. Ana Francis Carballo Arce(LABORATORIO DE
QUIMICA BIOLOGICA Y FARMACEUTICA de la Universidad
Nacional de Costa Rica) y la Dra. Nadia Caram Salas (Laboratorio de
Farmacologia Pre-clinica; CICESE-Centro CONACYT)

Dosis Tiempo -4 na Crrdilees;
(mg/kg _ [ Evaluacion Evaluacion repc’)r.te.y _
Extracto de Animales diabetes | . . efecto' gfectg _ andlisis | Total en tiempo
peso) por STZ hipoglucemiante | antiadolinico resu?teados
1 4 10 dia dia 11 evaluar | dia 28 evaluar | 3 semanas
1 2 4 11 dia 12 evaluar 29 evaluar 3.5 meses
3 4 12 dia 13 evaluar 30 evaluar
1 4 13 dia 14 evaluar 31 evaluar
2 2 4 14 dia 15 evaluar 32 evaluar
3 4 15 dia 16 evaluar 33 evaluar
1 4 16 dia 17 evaluar 34 evaluar
3 2 4 17 dia 18 evaluar 35 evaluar
3 4 18 dia 19 evaluar 36 evaluar
1 4 19 dia 20 evaluar 37 evaluar
4 2 4 20 dia 21 evaluar 38 evaluar
3 4 21 dia 22 evaluar 39 evaluar
Control positivo 1 4
Control negativo 1 4
Ratas normales - 5
Total de animales 61
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Apéndice B

Metodologia HPTLC — Caracterizacion fitoquimica

Se prepararon soluciones de 1 mg / ml a partir de extractos de Justicia secunda, Justicia

spicigera y Momordica charantia (variedades Sorosi y Bitter Melon).

Se realizaron cromatografias en capa fina de alto desempefio (HPTLC) mediante el Sistema
HPTLC de la marca comercial CAMAG. El cual, esta compuesto de un muestreador ATS 4
(Automatic TLC Sampler 4), una cdmara para el desarrollo de cromatografias ADC 2
(Automatic Developing Chamber 2), un equipo para la toma de imagenes (Visualizer), uno
para la derivatizacion (Derivatizer) y una interfaz compuesta de un ordenador provisto del
software de gestion VisionCATS de CAMAG. La fase estacionaria empleada fueron
cromatofolios HPTLC Silica Gel 60 F2s4 con dimensiones de 20 cm X 10 cm y soporte de
vidrio (Merck).

Aplicacion de muestras: se aplicaron 3 a 4 alicuotas de cada extracto, con un volumen de 20
a 50 ul de mediante el ATS 4 (15 aplicaciones por placa). Las muestras se dispensaron a una
altura de 8 mm, cada aplicacion tenia 8 mm de largo. EI ATS 4 emple6 gas nitrégeno para la

aplicacion en aerosol de las muestras.

Desarrollo de las cromatografias: las cromatografias se realizaron en el ADC 2. La fase movil
empleada tenia la siguiente composicion: acetato de etilo, diclorometano, acido acético, acido
formico, agua (100:25:10:10:11). Se emplearon 25 ml de fase movil para la saturacion de la

camara y 10 ml para la cromatografia.

La cromatografia consistio de una etapa de saturacion de 20 minutos, 10 minutos de una
etapa activacion con MgCl: (a fin de llevar la humedad relativa al 33%), el desarrollo de la

cromatografia hasta los 70 mm de altura y el secado de la placa por 5 minutos.

Captura de imagenes y calculo de Rfs: el registro fotografico de las exposiciones a luz visible,
luz ultravioleta a 254 nmy 366 nm, las derivatizaciones y calculo de Rfs se realizaron con el

Visualizer en conjunto con el software VisionCATS de CAMAG.
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Derivatizaciones: la aplicacion de agentes derivatizantes se realizd6 mediante el Derivatizer
de CAMAG. Se emplearon los siguientes agentes derivatizantes: el reactivo de productos
naturales (2-amino etil difenil borinato), DPPH, anisaldehido, vainillina, fast blue salt B y
reactivo de Dragendorff. Estos reactivos, se prepararon y aplicaron acorde a las instrucciones
del fabricante del Derivatizer. En los casos en que las derivatizaciones lo ameritaran, se

calentd el cromatograma empleando el TLC Plate Heater de CAMAG.

Procesamiento de datos: se exportaron imagenes de cada cromatograma y se realizaron las
determinaciones de familias quimicas presentes (chemical fingerprints) a partir de vistas
comparativas de imagenes (image comparison views) preparadas mediante el software
VisionCATS de CAMAG.

Interpretacion de las derivatizaciones: la determinacién de las familias quimicas presentes en
los extractos se realiz6 mediante la comparacién de los resultados de las derivatizaciones con
literatura especializada. En particular, las obras de Conde et al (1992), Foti et al (2004),
Matteini et al (2011), Spangenberg (2008), Wagner y Bladt (1996) y Waksmundzka-Hajnos
et al (2008).77-82

74



Apéndice C

Cromatogramas

Figura 46. Cromatografia HPTLC de extractos de Justicia secunda, Justicia spicigera y
Momordica charantia (variedades Sorosi y Bitter Melon). Exposicion de cromatograma a

luz ultravioleta a 254 nm.
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Figura 47. Cromatografia HPTLC de extractos de Justicia secunda, Justicia spicigera y

Momordica charantia (variedades Sorosi y Bitter Melon). Exposicion de cromatograma a

luz ultravioleta a 366 nm.
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Figura 48. Cromatografia HPTLC de extractos de Justicia secunda, Justicia spicigera y

Momordica charantia (variedades Sorosi y Bitter Melon). Derivatizacion con el reactivo de

productos naturales y exposicion del cromatograma a luz ultravioleta a 366 nm.
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Figura 49. Cromatografia HPTLC de extractos de Justicia secunda, Justicia spicigera y
Momordica charantia (variedades Sorosi y Bitter Melon). Derivatizacion con DPPH y

exposicion del cromatograma a luz visible.
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Figura 50. Cromatografia HPTLC de extractos de Justicia secunda, Justicia spicigera y

Momordica charantia (variedades Sorosi y Bitter Melon). Derivatizacion con el reactivo de

anisaldehido y exposicion del cromatograma a luz visible.
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Figura 51. Cromatografia HPTLC de extractos de Justicia secunda, Justicia spicigeray

Momordica charantia (variedades Sorosi y Bitter Melon). Derivatizacion con el reactivo de

anisaldehido y exposicion del cromatograma a luz ultravioleta a 366 nm.
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Figura 52. Cromatografia HPTLC de extractos de Justicia secunda, Justicia spicigera y
Momordica charantia (variedades Sorosi y Bitter Melon). Derivatizacion con el reactivo de

vainillina y exposicién del cromatograma a luz visible.
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Figura 53. Cromatografia HPTLC de extractos de Justicia secunda, Justicia spicigeray
Momordica charantia (variedades Sorosi y Bitter Melon). Derivatizacion con el reactivo de

fast blue salt B y exposicién del cromatograma a luz visible.
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Figura 54. Cromatografia HPTLC de extractos de Justicia secunda, Justicia spicigera y
Momordica charantia (variedades Sorosi y Bitter Melon). Derivatizacion con el reactivo de

Dragendorff y exposicidn del cromatograma a luz visible.
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Apeéendice D

Protocolo para determinar “Actividad inhibitoria sobre la formacion de AGE's”
Reactivos

e D-ribosa

e Bicarbonato de aminoguanidina
e Fosfato disodico (Na2HPO4)

e Fosfato monopotasico (KH2PO4)
e Agua destilada (H20)

e Acido Clorhidrico 1:1 (HCI)

Preparacion de la disolucion de ribosa (2 M)

Para la preparacion de la disolucién de D-ribosa, se pesé 0.3000 g del reactivo en una balanza
analitica. Seguidamente se colocd los 0.3000 g de D-ribosa en un tubo Eppendorf de 2 L y
se dejo a un lado. Debido a la inestabilidad de la ribosa, se introdujo 1 mL de agua destilada
al tubo Eppendorf para diluir la D-ribosa cuando la placa ya se encontraba con el resto de los

reactivos. Se llevd la disolucion a un agitador Vortex por 2-3 segundos.

Preparacion de la disolucion madre del Buffer (2 M, pH=7.4)

Con una balanza analitica, se pesé 1.771 g de fosfato disddico (Na2HPO4) sobre papel de
pesar. Ademas, se tomo de la misma manera 1.361 g de fosfato monopotésico (KH2PO4) y
se afiadi6 ambos reactivos anteriormente pesados a un vial. A continuacion, 5 mL de agua
destilada se afiadieron al vial para diluir la preparacién del buffer. Una vez diluida, se ajusto

el pH de la mezcla a 7.4. Finalmente, se afor6 con agua destilada el vial a 10 mL.

Preparacion de la disolucion del Buffer + NaN3 + BSA

En una balanza analitica, se pesaron 0.008 g y 0.4 g de azida de sodio (NaN3) y albimina de
suero bovino, respectivamente. Se colocaron ambos reactivos en un vial de 20 mL y se afiadio
5 mL de agua destilada al mismo. Durante cortos tiempos, se agitdé suavemente hasta que la
disolucién se encontrara diluida y sin burbujas. Tras haberse solubilizado los sélidos, se

agreg6 1 mL de la disolucion madre del buffer y 4 mL de agua destilada. Por ultimo, se agito
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y se dejo reposar por al menos 24 horas. La disolucion es estable con el tiempo, por lo que

esta se almacend a 4 °C para su uso en distintos ensayos.

Preparacion de la disolucién de aminoguanidina

Se pesd en una balanza analitica sobre papel para pesar 0,0681 g de bicarbonato de
aminoguanidina y se coloco en un tubo Eppendorf de 2 mL. Dentro de la capilla de
extraccion, se afiadié 150 pL de HCI 1:1. Se agregd 300 uL de agua destilada y se agit6. Por
ultimo, si la disolucion se encontraba homogenizada, se afiadia los 50 pL de agua destilada,

si era lo contrario, se adicionaba 50 pL de HCI 1:1.

Preparacion de los extractos y las diluciones

La disolucion madre del extracto se prepard en una concentracion de 5 mg/mL en etanol al
70% con la ayuda del ultrasonico para disolver el material liofilizado. Luego se realizaron
disoluciones seriadas de los extractos con concentraciones finales de 0.5000, 0.0500, 0.0050
y 0.0005 mg/mL; y luego se modificaron a 2.50, 1.00, 0.50, 0.10, 0.01 mg/mL.

Preparacion de la placa de 96 pocillos

En una microplaca de 96 pocillos, se afiadio 100 uL de agua destilada en los pocillos
alrededor del borde de esta. De los pocillos restantes, se llenaron con 50 pL de la muestra
correspondiente, 25 pL del buffer + NaN3 + BSA y 25 pL de la disolucion de D-ribosa recién
preparada. Esto se realiz6 por triplicado. Se prepararon blancos de cada una de las muestras
con 50 uL de la disolucién correspondiente, 25 pL del buffer + NaN3 + BSA y 25 uL de
agua. Asimismo, el control positivo se prepard con 50 uL de agua destilada, 25 pL del buffer
+ NaN3 + BSA y 25 uL de D-ribosa. Estos dos ultimos también se realizaron por triplicado.
Una vez que los pocillos fueron llenados, se llevo la placa a incubar por 24 horas a 37 °C.
Finalmente, se realizo la medicion de la absorbancia en el lector de microplacas Biotek

Synergy HT.

Preparacion de la curva de calibracion de aminoguanidina
Se realizaron disoluciones seriadas a partir de la disolucion de aminoguanidina previamente
preparada. Las concentraciones obtenidas fueron 250.00, 25.00, 5.00, 1.00, 0.25 mM.
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Similarmente, se coloc6 50 uL de la disolucidn correspondiente, 25 pL del buffer + NaN3 +
BSA y 25 L de la disolucion de D-ribosa recién preparada. Esto se realiz6 por triplicado.
Se prepar6 un blanco que contenia 75 uL de agua destilada y 25 pL del buffer + NaN3 +
BSA; y un control positivo que correspondia a 50 pL de agua destilada, 25 pL del buffer +
NaN3 + BSA 'y 25 pL de la disolucién de D-ribosa recién preparada. Estos se prepararon por
triplicado. Una vez que los pocillos fueron llenados, se llevo la placa a incubar por 24 horas
a 37 °C. Finalmente, se realiz6 la medicion de la absorbancia en el lector de microplacas
Biotek Synergy HT.

Determinacion del porcentaje de AGE’s, IC50, y construccion de las gréaficas
De las absorbancias obtenidas se calculé un promedio y se determind el porcentaje de AGEs

por medio de la ecuacion 1.

(Abs de la muestra) — (Abs del blanco) 1
(Abs del positivo) — (Abs del blanco) X

%AGE's =

Donde % AGE’s fue el porcentaje de AGE’s, Abs de la muestra fue la absorbancia promedio
de la muestra, Abs del blanco fue la absorbancia del control blanco, Abs del positivo
correspondi6 a la absorbancia del control positivo. Posteriormente, se utiliz6 la herramienta
IC50 Calculator de AAT Bioquest con el propdsito de determinar el valor de la concentracion
inhibitoria al 50% y obtener gréficas preliminares. Por ultimo, por medio de Microsoft Excel
se grafico el porcentaje de AGE’s con la concentracion de las diluciones de los extractos

correspondientes.
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Apéndice E

Tablas con graficos obtenidos para determinacion de IC50 en determinacion de inhibicion
de AGE’s.

Tabla 4. Resultados obtenidos de IC50 de la curva del porcentaje de AGEs y la concentracion
de los distintos compuestos o extractos utilizados.

o | 1050 Grfico

1,2862
Aminoguanidina x

1,2454
0,5150

J. spicigera -
0,5549 . : .
1,7378 ' .

J. secunda x
1,4249
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M. charantia
(Sorosi)

1,0146

1,9674

M. charantia
(B. melon)

0,3135

0,0672
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Apeéendice F
Gréficos obtenidos de los resultados para efecto hipoglucemiante de los extractos.
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Figura 55. Variacion del peso en ratas con diabetes inducida y ratas normoglicémicas al

transcurrir las semanas.
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Figura 56. Porcentaje de glicemia con respecto al tiempo al utilizar Glibenclamida como

control positivo y extractos de J. spicigera en 3 dosis distintas.
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Figura 57. Porcentaje de glicemia con respecto al tiempo al utilizar Glibenclamida como

control positivo y extractos de J. secunda en 3 dosis distintas.
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Figura 58. Porcentaje de glicemia con respecto al tiempo al utilizar Glibenclamida como

o 4=

control positivo y extractos de M. charantia (Sorosi) en 1 dosis.
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Figura 59. Porcentaje de glicemia con respecto al tiempo al utilizar Glibenclamida como

o 4=

control positivo y extractos de M. charantia (B. melon) en 3 dosis distintas.

86



Apéndice G

Gréficos obtenidos de los resultados para efecto antialodinico de los extractos.
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GBP (300 mg/kg o.p)

Figura 60. Variacién del porcentaje de analgesia con respecto al tiempo al administrar

Gabapentina como control positivo y el extracto de las plantas en dosis de 100 mg/kg.
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Figura 61. Area bajo la curva del % de analgesia al administrar Gabapentina como control

positivo y el extracto de las plantas en dosis de 100 mg/kg.
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