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RESUMEN

La diabetes mellitus (DM) comprende un grupo de sindromes debidos a la falta relativa o
absoluta de secrecién y/o accién de la insulina, caracterizados por un metabolismo alterado
de los carbohidratos, lipidos y proteinas y un mayor riesgo de complicaciones por
enfermedades cardiovasculares. La rhayoria de los pacientes pueden clasificarse clinicamente
en los que presentan DM tipo 1 y los que tienen DM tipo 2; los primeros carecen totalmente
de insulina endégena mientras que los segundos, aunque producen insulina enddgena esta
resulta insuficiente. La DM también puede estar asociada con ciertos sindromes genéticos o
puede ser secundaria a la administracion de farmacos o a otras enfermedades (enfermedad del
pancreas, endocrinopatias, anormalidades del receptor de insulina), o puede presentarse
durante la gestacion .

En personas normales la glucemia en ayunas oscila entre 60 y 115 mg/dL. Esta
concentracion se eleva sin rebasar los 200 mg/dL. durante la primera hora después de una
comida. Posteriormente, los sistemas de retroalimentacion regresan rapidamente este valor a
cifras basales, en un plazo de dos a tres horas. En la inanicién, la gluconeogénesis hepética
proporciona la glucosa necesaria para conservar los niveles de glucemia dentro de los rangos
normales.

Al elevarse la concentracion sanguinea de glucosa por arriba de los valores normales (60-
115 mg/dL) en ayunas, la secrecidn de insulina se incrementa con rapidez, llegando a un nivel
maximo de 10 a 30 veces el nivel basal (10-20 pU/mL). Por lo tanto, el aumento de la
secrecion de insulina por estimulo de la glucosa es espectacular tanto por su rapidez como
por su magnitud. También la interrupcién de la secrecion de insulina es muy rapida,
produciéndose unos minutos después de que la glucemia recupera el valor basal.

El control de la DM debe estar enfocado hacia la desaparicion de los sintomas y a la
prevencion de las complicaciones agudas y cronicas caracteristicas de la enfermedad.

Son cuatro los factores mas importantes para el control de la DM: la educacion del
paciente en cuanto a su padecimiento; la dieta idonea con carbohidratos, lipidos y proteinas;

cl cjercicio fisico adccuado y la terapia medicamentosa.




Dentro de los medicamentos encontramos a las insulinas de origen animal y biosintético,
de administracién parenteral, y a los hipoglucemiantes orales como las sulfonilureas y las
biguanidas. Estos ultimos s6lo pueden ser utilizados en los pacientes diabéticos tipo 2.

A pesar del uso amplio de los medicamentos mencionados, ain no se logra tener un
control idéneo de la DM. Por lo que se continua la bisqueda de nuevas terapias como el
transplante de pancreas y de islotes pancredticos, asi como el uso de bombas automaticas de
infusiéon de insulina, conocidas con el nombre de pancreas artificial. Sin embargo, estas
alternativas atn se encuentra en fase de desarrollo y ademas pertenecen a una medicina que
pone como requisito un nivel econdémico alto de los pacientes, no quedando al alcance de la
poblaciéon masiva de los paises en vias de desarrollo.

Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud, mas del 70% de la poblacion acude a
la medicina tradicional para resolver sus problemas de salud. Dentro de esta medicina se
recurre al uso de plantas con propiedades antidiuréticas, antitusigenas, antiparasitarias,
antimicrobianas, abortifacientes, analgésicas, hipotensoras y antidiabéticas, entre otras. De
hecho, es interesante recordar que la medicina tradicional ha dado a la medicina moderna
muchos medicamentos, entre los cuales podemos citar a la atropina, codeina, digitoxina,
efedrina, escopolamina, papaina, reserpina, vincristina y muchos otros.

A partir de los afios setentas la medicina experimental reinicié la valoracion de los
conocimientos empiricos sobre la accion de muchas plantas. Estos estudios han sido
encaminados al descubrimiento de nuevos medicamentos a partir de productos naturales y a
verificar la funcién que tiene la medicina tradicional y en particular las plantas medicinales,
en el tratamiento de diferentes enfermedades de la poblacion de los paises en vias de
desarrollo.

Las investigaciones etnobotanicas reportan que a nivel mundial se utilizan alrededor de
800 plantas en el control empirico de la DM. De estas plantas s6lo 300 han sido estudiadas
experimentalmente. Las investigaciones etnoboténicas realizadas en México reportan que la
poblacion utiliza mas de 150 plantas como antidiabéticas. De ellas, 63 han sido investigadas

experimentalmente convalidandose la actividad hipoglucemiante de 37.
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Estudios etnoboténicos realizados recientemente indican que Lepechinia caulescens es
una de las plantas mAs ampliamente utilizadas en la Repiblica Mexicana para el control de la
DM vy se encuentra distribuida en el valle de México y en varios estados. La decoccién
acuosa de dicha planta mostr6 disminucién de la glucemia de alrededor del 20% en conejos
con hiperglucemia temporal y de aproximadamente del 15% en conejos con diabetes
moderada. Tomando en cuenta estos resultados, se procedié a obtener extractos de la planta
mencionada utilizando disolventes de diferente polaridad y realizar pruebas farmacolégicas
para detectar al extracto poseedor de la actividad hipoglucemiante mayor. De éste, se
realizaron estudios farmacoquimicos (cromatografia en columna y HPLC y ensayos
farmacolégicos en ratones), dirigidos al aislamiento de la sustancia responsable de la
actividad hipoglucemiante presente en la planta.

El analisis estadistico de los resultados se realizé utilizando la prueba t de Student para
muestras independientes de una sola cola, usando un nivel minimo de significancia del 95% .

Los resultados de la investigacion mostraron que la actividad hipoglucemiante de la
decoccioén acuosa de L. caulescens, reportada empiricamente por la poblaciéon mexicana y
corroborada en los animales de experimentacion, se conserva en el extracto acuoso y en la
primera fraccion de éste, de las tres obtenidas por HPLC.

Los estudios farmacoquimicos para el aislamiento e identificacion de la sustancia pura
responsable de la actividad hipoglucemiante de Lepechinia caulescens deben continuarse a

partir de la fraccién poseedora del efecto farmacologico.




I.LINTRODUCCION

La diabetes mellitus se puede definir como un grupo de enfermedades metabolicas
caracterizado por un estado de hiperglucemia crénica que obedece a defectos en la secrecion
de insulina, resistencia a esta hormona o ambos. Ademas de producir trastornos en el
metabolismo de carbohidratos, la enfermedad afecta el metabolismo lipidico y proteinico,
causando también desequilibrio hidrolectrolitico (Taylor y Agius, 1988; Iwasaki y col., 1996).
La hiperglucemia ocupa un lugar primordial entre estos trastornos. La glucemia en ayunas es
igual o superior a 126 mg/dL y con frecuencia se puede detectar glucosa en la orina
(glucosuria) (Commitee Report, 1997; Rull-Rodrigo, 1997).

La diabetes mellitus (DM) es uno de los problemas mas importantes de la medicina y
afecta a un alto porcentaje de la poblacion mundial (2-10 %). En la mayoria de los paises en
vias de desarrollo la DM ocupa el tercer lugar como causa de deceso, unicamente después de
las enfermedades cardiovasculares y oncologicas. La prevalencia de DM en México oscila del
2 al 5 % de la poblacion y su mortalidad reportada en 1994 fue de 15.8 por cada 100,000
habitantes. Esta enfermedad y sus complicaciones incapacitantes causan un gran dafio
economico y social (Head y Fuller, 1990; Rodriguez-Saldafia y col., 1994; ADA, 1997;
Alberti, 1997).

Los egipcios en el siglo XV a. de C. describieron por primera vez en la historia de la
humanidad los sintomas de la diabetes en los papiros de Ebers. Un vocablo correspondiente
del actual nombre de diabetes le fue dado por los griegos a la enfermedad, y significaba
entonces “Sifén”, por haber observado en los pacientes del mal la caracteristica de orinar en
exceso (Levin y Munksgaard, 1937).

La palabra diabetes, que en griego (dia-baino) significa “correr a través de un sifén”, se
afirma fueintroducida por Aretaios de Cappadocia en el afio 70 a. de C., desde entonces hizo
la primera explicacién clinica de la enfermedad, a la que describié : “...una enfermedad

misteriosa y rara es la diabetes...los enfermos tienen una sed insaciable, pero emiten mas orina




que liquido toman. La extenuacién muy pronto los domina, y después de una vida miserable v
dolorosa, llega rapidamente la muerte...”.

La primera demostracién de la naturaleza quimica del proceso se atribuye a Susruta,
médico hindd, quien en el siglo V de nuestra era mencioné la orina meliflua, refiriéndose al
carécter dulce de la orina de los diabéticos.

En el siglo XIV, Paracelso escribio que cuando una medida de orina de un enfermo
diabético se evaporaba, quedaba un resto con consistencia de jarabe, algo asi como “cien
gramos de sél”; el residuo parecia sal, pero era dulce, en esa época el azucar blanco era
desconocido (Stocker, 1966) .

Willis afirmé en 1675, que la orina de los enfermos de diabetes tiene un sabor “como si
estuviera llena de azicar y miel”. La existencia de aziicar en la orina del paciente diabético
fue plenamente demostrada por Dobson en 1776.

Durante el siglo XIX, se inicia la época de la medicina experimental, Claude Bernard
descubre que las féculas y aziicares tomadas en los alimentos se transforman en glucosa y
ésta en el higado se convierte en glucdgeno, el cual a su vez pasa nuevamente a glucosa
manteniendo de una manera constante la concentracion de azicar en la sangre, Brockman, en
un estudio en peces y mas adelante Langerhans en 1867 en su estudio en humanos, descubre
que dispersos en la masa pancreatica, de aspecto muy similar a las glandulas salivales, se
encuentran racimos de células como pequefios islotes cuya estructura es diferente a las que
producen enzimas digestivas y cuya funcion en ese momento no pudo ser determinada.

Las descripciones histéricas de la enfermedad por Thomas Willis, Dobson y Claude
Bemnard dieron importancia al padecimiento y al reconocimiento de las complicaciones.

Luego, progresivamente fueron identificAndose otras alteraciones quimicas en el cuerpo de
los enfermos diabéticos, y en 1815 Chevreul demostrd que el azicar de la sangre de los
diabéticos es idéntico al que se encuentra en las uvas, llamado quimicamente glucosa. En
1845, Buchardet fue el primer investigador que relacioné la diabetes con el pancreas; Petters,
en 1857, descubrié que la orina de diabéticos graves contiene acetona; Gerhard, en 1874,
identifico el 4cido aceto-acético en la orina de estos enfermos y Kutz en 1885, identificé a su
vez el acido betahidroxibutirico; en 1886, Johann Conrad Brunner pensé que el pancreas

estaba implicado en la utilizacién de grasas y azucares por el organismo humano.

w




En 1889, los fisidlogos Von Mering y Minkowski de la Universidad de Estraburgo,
notaron que si el pancreas era eliminado en perros, el animal desarrollaba diabetes con un
comienzo agudo, de curso grave y que termina con la muerte del animal en pocas semanas.

Mas adelante, los cientificos descubrieron que aun destruyendo al pancreas, los animales
no se volvian diabéticos si los islotes se preservaban ( Mehring y Minkowski, 1890).

Con base en estos estudios, se lleg6 a la conclusion de que el pancreas produce una
sustancia indispensable para el aprovechamiento de las féculas y los azicares. Dicha sustancia
fue llamada insulina mucho antes de ser descubierta (Caadel, 1973).

Utilizando la informacién disponible hasta el afio de 1921, Banting y Best en Ontario,
desarrollaron un proyecto de investigacion sobre la diabetes. El proyecto consistié en la
extraccién y purificacion del contenido de los islotes pancreéticos, asi como en la valoracién
biolégica de los mismos en animales diabéticos. Finalmente inyectaron este material a un nifio
en estado de coma cetoacidético por la diabetes y encontraron que los niveles de azicar
sanguineo descendian, y lograron salvarle la vida. Esto fue un importante evento para los
miles de diabéticos en todo el mundo y sefiald el principio de una nueva era en el tratamiento
de la diabetes ya que de un golpe la vida sustituyo a la muerte para los miles de pacientes con
diabetes (Banting y col., 1922).

Después de aislar a la insulina, pocos descubrimientos en la historia de la medicina han
tenido tan grandes repercusiones como los trabajos experimentales realizados por estos
investigadores canadienses. En 1955, Sanger dilucidé la estructura quimica de la insulina
bovina y fue hasta 1960 que Nicol y Smith describieron la estructura quimica de la insulina
humana. En 1963, un grupo de investigadores norteamericanos y alemanes pudieron lograr la
sintests quimica de la insulina (Lozoya, 1989).

Si bicn cstos descubrimientos fucron considerados como la solucién de problemas de la
diabetes, eventualmente se vio que la administracién intermitente de insulina no era suficiente
para normalizar el metabolismo de los pacientes diabéticos.

En la actualidad, los sintomas y signos de la DM se suelen referir como polidipsia,
polifagia, poliuria, cansancio y debilidad fisica, pérdida de peso corporal sin causa aparente,

glucosuria y aumento de algunos productos intermediarios del metabolismo de las grasas




(cuerpos cetonicos), tanto en sangre como en orina (cetonemia y cetonuria). Ademas la DM
esta asociada con la aparicion de complicaciones agudas y crénicas, tales como:
1) Cetoacidosis, ante la incapacidad de utilizar glucosa, se metabolizan los lipidos y
productos de su degradacion (acetona, 4cidos beta hidroxibutirico y acetoacético).
2) Coma hiperosmolar, debido al aumento en la osmolaridad del filtrado glomerular causado
por la hiperglucemia, se produce la deshidratacion por diuresis osmética.
3) Macroangiopatia, la hiperglucemia y la hiperinsulinemia aceleran el desarrollo de la
arterioesclerosis que en las arterias coronarias es causa de infarto del miocardio y en otros
vasos de trombosis y embolias, también es causa de gangrena en los miembros inferiores.
4) Nefropatia, es debida al engrosamiento de la membrana basal celular causando albuminuria
y posteriormente insuficiencia renal, puede causar la muerte.
5) Complicaciones oculares, entre el 80 y 100 % de los diabéticos presentan retinopatia
causada por lesiones fundamentales (aumento en la permeabilidad capilar, microaneurismas,
hemorragias) y proliferativas (neovascularizacion, cicatrizacion o desprendimiento de retina).
6) Neuropatia, frecuente en el enfermo diabético, afecta practicamente cualquier parte del
sistema nervioso excepto el cerebro.

Dichas complicaciones son las principales causas de invalidez y mortalidad de los
pacientes con DM (Crabbe, 1987; Molitch, 1989; Ayala, 1990; Blanco de la Mora, 1995).

La DM se clasifica como a continuacion se describe:
Clasificacién etioldgica de la diabetes mellitus (Committee Report, 1997)

I. Diabetes tipo 1
a) Asociada al sistema inmune
b) Idiopatica
2. Diabetes tipo 2
3. Otros tipos especificos de diabetes
a) Defectos genéticos relacionados con la funcidn de las células
b) Defectos genéticos en la accidn de la insulina
c) Enfermedades del pancreas exocrino
d) Endocrinopatias
€) Quimica o farmacolégicamente inducida
f) Infecciones
g) Formas poco comunes de diabetes asociada al sistema inmune
h) Otros sindromes genéticos algunas veces asociados con diabetes
4. Diabetes mellitus gestacional (DMG)




De todos los casos de DM reportados, del 5 al 10% corresponden a la DM tipo 1, del 80
al 90% a la DM tipo 2, y solo el 2% corresponde a la diabetes secundaria (G6mez-Vargas,
1997), siendo la DM tipo 1 y la DM tipo 2 los dos tipos de DM més importantes desde el
punto de vista clinico (Abourizk and Dunn, 1990; Rull-Rodrigo, 1997).

La DM tipo 1, antes conocida como diabetes mellitus insulinodependiente o diabetes
mellitus juvenil, inicia de manera inesperada principalmente en la nifiez o juventud. Los
pacientes carecen de insulina endégena y presentan tendencia a la cetoacidosis y a otras de las
complicaciones agudas y crénicas de la DM (Clarke y col., 1996; Gémez-Diaz y col, 1997).

La DM tipo 2, conocida anteriormente como diabetes no insulinodependiente o diabetes
mellitus del adulto, es de inicio lento y se manifiesta principalmente después de los 40 afios.
El pancreas de estos pacientes genera y libera insulina pero ésta resulta insuficiente (Gerich,
1996). Este tipo de DM es una de las enfermedades mas comunes en las personas adultas. En
nuestro pais su frecuencia varia entre el 6.7 y 8.7 y en las poblaciones urbanas del norte del
pais incluso se han llegado a reportar frecuencias del 12%. En los pacientes con DM tipo 2 es
donde se encuentra la mayoria de los casos de ceguera, enfermedad renal, nerviosa y demas
complicaciones. Ademas, cabe sefialar que cerca del 30-40% de la gente con DM tipo 2

necesita insulina (Guerrero-Romero y col., 1997; Quibrera-Infante, 1997b).

Los criterios para el diagndstico de la DM estan relacionados con diversas técnicas de
laboratorio para determinar:
1. La concentracién de glucosa en sangre
2. La concentracién de glucosa en orina
3. Los niveles de hemoglobina u otras proteinas ligadas a azicares reductores o proteinas

glicadas (Roth, 1983; Kennedy, 1992).

De acuerdo con las recomendaciones del comité de expertos de la American Diabetes
Asociation, organismo encargado de evaluar los avances en el conocimiento acerca de la
DM, los criterios para obtener un diagndstico de DM con base en la determinacién de la
concentracion de glucosa en sangre, deben abocarse a los tres procedimientos generales

siguientes:




1) Sintomas de diabetes (poliuria, polidipsia y pérdida de peso) mas concentracion de glucosa
plasmatica al azar (a cualquier hora del dia) > 200 mg/dL (11.1 mmol/l).
2) Glucosa plasmética en ayunas (al menos de 8 horas) > 126 mg/dL (7.0 mmol/).

3) Realizar mediciones mediante pruebas de tolerancia a la glucosa orales (PTGO).

Un nivel de glucosa plasmatica en ayunas igual o superior a 126 mg/dL en dos ocasiones
indica que la persona es diabética; si las mediciones se hacen al azar, el valor de la glucemia
no debe sobrepasar los 200 mg/dL en més de una ocasién. La limitacion de estos dos
primeros procedimientos es que, en algunos casos, no pueden detectar disfuncion metabolica
(debido a que estas pruebas son poco sensibles), lo que hace necesario, realizar PTGO, sobre
todo en aquellos pacientes con glucemias en ayunas entre 116 y 125 mg/dL (Nelson, 1988;
Singer y col., 1989; Trujillo y col., 1996).

Para realizar una PTGO se requiere de la ingesta de glucosa siendo de 75 g por individuo
en adultos y de 1.75 g/kg en nifios. La prueba se realiza después de un ayuno de 10 a 16
horas y se toman muestras sanguineas en ayunas, 30, 60, 120 y 180 minutos después de la
carga de glucosa. Los sujetos deben ingerir durante los tres dias previos al estudio minimo
150 g diarios de carbohidratos. Un diagnéstico positivo de DM, mediante esta prueba, se
obtiene cuando al menos dos valores de glucosa plasmatica son mayores o iguales a 200
mg/dL, incluyendo el valor a las 2 horas (ADA, 1997).

En un paciente diabético la PTGO no debe realizarse, ya que contribuiria a agravar el
estado diabético el paciente (Nelson, 1988; Nathan, 1989).

La medicion de glucosa urinaria, por su parte, es generalmente una prueba diagndstica
inadecuada. Aunque es util para detectar pacientes cuya hiperglucemia estad produciendo
exceso de orina, aun en este caso es necesario confirmar el diagndstico con una prueba de
glucosa sanguinea (Singer y col., 1989).

La medicion de hemoglobina glicada principalmente HBAl(antes conocida como
hemoglobina glucosilada) puede servir en el diagnéstico de la DM (Roth, 1983). Sin
embargo, la prueba en general es incapaz de detectar casos de diabetes leve o con
disminucion de tolerancia a la glucosa. En algunos casos, la prueba puede dar resultados

positivos para la diabetes, cuando en realidad se trata de sujetos sanos, por lo que para obviar




esta dificultades, el médico debe confirmar todas las pruebas de hemoglobina glicada elevada
con una PTGO (Medow, 1997).

En general, se puede decir que los criterios diagndsticos basado en la hemoglobina glicada
correlacionan bien con los correspondientes basados en la glucemia. Una glucemia inferior a
160 mg/dL corresponde con valores de HbA1 menores a 9%, glucemias entre 169 y 230
mg/dL correlacionan con valores de HbAl de 9 a 11% . Valores mads altos de glucosa
plasmatica con intervalos de 230 a 310 mg/dL equivalen a HbAl de 11 a 14% (Singer y col.
1989; Tchobroutsky, 1991).

Se acepta de manera general que los cambios metabdlicos y tisulares caracteristicos de la
diabetes mellitus pueden evitarse mediante un adecuado control de la glucemia. Dado que la
glucemia en los diabéticos se encuentra alta como consecuencia de la falta de actividad
insulinica, en algunos casos la tendencia en el tratamiento ha sido administrar insulina
exdgena y en otros incrementar de alguna manera la secrecion y/o la actividad de la insulina
endégena. El tratamiento de la diabetes mellitus se realiza fundamentalmente con base en
cuatro factores que son: la educacion del paciente, ejercicio fisico, dieta adecuada y
medicamentos hipoglucemiantes (Chenault, 1979; ADA, 1990, Vinik y Richardson, 1997;
Baliga y Fonseca, 1997).

La educacién del paciente en cuanto a su enfermedad, debe iniciar con una comprension
de los aspectos de la DM, esto es, para que el paciente participe activamente en el manejo de
su enfermedad, debe conocerla por lo menos en sus principales aspectos etioldgicos, de
diagnostico, control y complicaciones. La instruccién del paciente diabético debe abarcar
también conocimientos de: hébitos higiénicos, cuidados de la piel y de los pies; cuidado
dental y de la vista; y de salud general. Asi como, vigilancia de la glucemia y glucocetonuria,
técnicas dc inycccion, caracteristicas dc los comas hipoglucémico y cctoacidético, como
prevenirlos, identificarlos y tratarlos. El control de la DM sera efectivo siempre y cuando el
paciente participe en €l activamente, ya que la responsabilidad cotidiana del control de la DM
recae en e] propio enfermo, quedando al médico una supervision y asesoria. Sin la
colaboracién del enfermo, la dieta, el ejercicio fisico y la fArmaco-terapia quedan invalidados

en cuanto a su objetivo principal (Rubin y col., 1989; Brennan, 1996).

10




El ejercicio fisico, es necesario en los pacientes diabéticos, porque aumenta
considerablemente la utilizacidén de la glucosa, dcidos grasos y cuerpos cetdnicos circulantes
en la sangre, fortalece los musculos, mantiene en todos los tejidos y érganos la circulacion
sanguinea 6ptima, evita el almacenamiento de grasa, mantiene la elasticidad y aumenta la
resistencia general del organismo, disminuye la angustia y la ansiedad y mejora el suefio y
bienestar (Gulias-Herrero y Gomez-Pérez, 1997; Larsen y col., 1997).

La dieta, ha jugado un papel fundamental en la diabetes mellitus, es ain la base del
tratamiento en diabéticos obesos y un factor indispensable en la terapia insulinica o con
hipoglucemiantes orales (Derot and Tchobroutsky, 1970). La dieta es importante en el
control del peso corporal, ya que la obesidad estd relacionada con la disminucién en el
niimero de receptores para la insulina y por consiguiente con el desarrollo de resistencia a
esta hormona. Ademas de lo anterior, existen reportes que indican que la dieta rica en fibra
reduce la glucosa sanguinea (White, 1996; Valiga y Fonseca, 1997).

La dieta tiene un papel muy importante en el tratamiento de la diabetes mellitus, sin
embargo, en la mayoria de los casos es incapaz por si sola de normalizar los disturbios en el
metabolismo de hidratos de carbono, lipidos y proteinas caracteristicos de este
padecimientos, por lo que se hace necesario recurrir a los medicamentos

Se debe recurrir a los medicamentos hipoglucemiantes en todos aquellos casos de DM en
los que la dieta y el ejercicio fisico resulten insuficientes para normalizar la glucemia. Dentro
de los medicamentos hipoglucemiantes se encuentra la insulina y los hipoglucemiantes orales:
sulfonilureas, biguanidas y acarbosa (Gomez-Pérez y Rull, 1997; Garcia-Garcia, 1997).

El descubrimiento de Ia insulina fue un paso trascendental en el tratamiento de la diabetes
mellitus. El uso de la insulina ha permitido aumentar considerablemente la sobrevida de los
pacicntes diabcticos. No obstante, cstudios recicentes indican quc la terapia insulinica no
siempre puede evitar las complicaciones vasculares de la diabetes mellitus (Stout, 1979). Las
investigaciones acerca de esta hormona se han dirigido hacia la obtencién de insulinas con
mayor grado de pureza y se ha logrado comercializar una insulina porcina (Inouye, 1979) y
otra totalmente humana sintetizada mediante la técnica del ADN-recombinante (Gait, 1979,

Chance y Frank, 1993). Por otro lado, la administracién parenteral de la insulina algunas




veces produce en los pacientes reacciones adversas debido al método en si mismo y al dolor e
incomodidad que representa (Zarate, 1989).

Desde el descubrimiento de la insulina se ha intentado en vano obtener este compuesto en
una forma que libere a los pacientes de la necesidad de las inyecciones diarias. No fue sino
hasta después del descubrimiento de los hipoglucemiantes orales, con la introduccion de las
sulfonilureas (en 1942) y de las biguanidas (en 1957) que este problema pudo superarse
parcialmente pues su uso terapéutico se limita a individuos con diabetes mellitus tipo 2
(Loubatieres, 1957; Glombik, 1986; Judzewitsch y col., 1982; Vigneri y col., 1982).

En la actualidad los medicamentos orales para tratar la hiperglucemia de los diabéticos no
insulonodependientes son las sulfonilureas de “primera generacién” (tolbutamida, tolazamida,
acetohexamida y cloropropamida) las de “segunda generacién” (glibenclamida y glipicida) y
las biguanidas (fenformina y metformina).

El mecanismo de accion de las sulfonilureas consiste en estimular al tejido insular del
pancreas para secretar insulina, causando desgranulacion de las células f . No tienen efecto
en pacientes totalmente pancreatectomizados y en diabéticos insulinodependientes, tienen la
capacidad de inhibir la liberacién de catecolaminas.(Faber y col., 1990; Gémez-Pérez y Rull,
1997).

Las biguanidas producen hipoglucemias sin causar cambios detectables en la
concentracion de insulina plasmatica, aunque para manifestar su accién requieren la presencia
de ésta. Estos farmacos, inhiben el metabolismo oxidativo provocando un aumento en la
captacion de glucosa para metabolizarla en forma anaerobia hasta dcido Ilictico, también
producen una disminucién en la unidén de la insulina a las proteinas del plasma (Katzung,
1996; Garcia-Garcia, 1997).

La acarbosa, constituye al grupo de los inhibidores de la a-glucosidasas que actdan en la
luz del intestino, evitando que los enterocitos absorban los monosacéridos que se obtienen de
la digestion de los alimentos. Disminuye la glucemia postprandial, el 4rea bajo la curva
glucémica, la glucosilacion de la hemoglobina, la insulina postprandial y las concentraciones

séricas de lipidos (ANM, 1997).
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Es indudable el beneficio que han recibido millones de diabéticos en todo el mundo con el
desarrollo de metodologias para la extraccién, purificacion y produccién a gran escala de la
insulina y de los hipoglucemiantes orales. Sin embargo, ninguno de éstos ha probado ser el
medicamento ideal.

Aunque son innegables los éxitos obtenidos en el control del paciente diabético aun
quedan muchos problemas por resolver como son la administracion y dosificacion correcta de

la insulina e hipoglucemiantes orales.

El problema de la dosificacién de la insulina se ha tratado de resolver con :

a) Transplante de pancreas. Aunque en sus inicios se encontré con muchos problemas
técnicos, que actualmente ya han sido superados en su mayor parte, ain continda sin
resolverse el problema de histocompatibilidad, el cual lleva casi invariablemente al rechazo

del 6rgano trasplantado (Jonasson, 1979; Sutherland, 1981; Roman Ramos, 1984).

b) Injerto de islotes pancredticos. Las complicaciones del trasplante de pancreas debido a la
presencia de tejido exocrino, llevaron a iniciar las investigaciones para la obtencién, cultivo y
trasplante de islotes pancredtico. No obstante, el problema principal sigue siendo el rechazo

del injerto (Sutherland, 1981; Reemtsa col., 1979; Meza-Mendoza y col., 1997).

c¢) Implantacién de bombas de insulina. Estas tratan de imitar a la célula B del pancreas en
cuanto a la liberacion de insulina. Estan integradas por un sensor que determina el nivel de
glucosa en la sangre, un microprocesador de datos que determina la cantidad de insulina que
necesita el organismo tomando en cuenta la glucemia y una bomba con depdsito de insulina,
para liberar a ésta de acuerdo a la orden recibida del microprocesador (Pickup and Kleen,
1980). El principal problema que no se ha resuelto, es que no se ha encontrado un material

inerte que al estar en contacto de manera permanente con la sangre no sea cubierto con

fibrina (Watkins, 1980; Saudek y col., 1996).
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Las perspectivas antes mencionadas son muy costosas y no se encuentran al alcance de la
poblacién masiva de los paises en vias de desarrollo. Por lo anterior mas del 70% de la
poblacién mundial tiene que recurrir a la medicina tradicional como Unica alternativa a su

alcance, para resolver sus principales necesidades de salud (Farnsworth y col.,1989).

El conocimiento y uso de las plantas medicinales sigue siendo parte importante de la
medicina tradicional dentro de las comunidades rurales y sobre todo de las indigenas, quienes
durante siglos han preservado sus conocimientos empiricos sobre las propiedades de las
plantas, transmitiéndolas y ensayandolas a lo largo de generaciones ( Castro, 1988).

El uso de las plantas en la cura y control de diferentes enfermedades tiene origenes muy
remotos. Los primeros indicios de su empleo medicinal se remontan a los pueblos asidticos y
posteriormente, a los egipcios, hebreos y fenicios, entre 8000 y 2000 afios a. de C. Mas tarde,
su uso se difundi6 entre los griegos y posteriormente en el mundo occidental antiguo. A
principios de nuestra era surgen las primeras descripciones de plantas medicinales por
Teofrasto, Galeno y Celso, asi como en las culturas prehispdnicas de Mesoamérica. Se tienen
vestigios antropoldgicos acerca de las practicas de quienes pudieron ser los hechiceros o
magos que preparaban pdcimas para curar, dafiar o simplemente mezclar hierbas y plantas
durante el ritual magico practicado en el proceso curativo de los enfermos (Alarcén y col.,
1993; Morales, 1994).

A la llegada de los espafioles, €stos encontraron un amplio conocimiento que tenian
nuestros ancestros sobre la flora medicinal. Prueba de ello, es el primer libro escrito sobre
plantas medicinales mexicanas llamado “Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis” por
Martin de la Cruz, traducido al latin por Juan Badiano y publicado en el afio 1552.

El conocimiento sobre plantas medicinales ha sido transmitido a través de los siglos en
forma oral causando que la informacion se pierda o altere, por lo cual la etnobotanica, que es
el estudio de las relaciones que existen entre el hombre y su ambiente vegetal, trata de
rescatar la informacion que de esta forma verbal llega hasta nuestros dias y que conforma lo
que actualmente se conoce acerca del uso de las plantas (Villa, 1991). Barrera define a la
etnobotanica como el estudio del conocimiento, significacién cultural, manejo y usos

tradicionales de la flora por un grupo étnico (Barrera, 1982).




Es importante hacer énfasis en que las formas de interaccién hombre-naturaleza son el
resultado de los conocimientos ecolégicos y del manejo y utilizacion de los recursos naturales
(vegetacion, flora, fauna y suelo) que han desarrollado los grupos humanos. Asi, Caballero
hace hincapié en que una amplia gama de formas de manipulacién de los elementos del
entorno vegetal han proporcionado un amplio conjunto de recursos utiles para la subsistencia
y desarrollo de las civilizaciones (Caballero, 1987).

La OMS ha intentado convencer a los paises pobres sobre la riqueza y potencialidad de su
medicina tradicional, la cual ha sobrevivido durante muchos siglos incluso en lugares donde
los habitantes tienen facil acceso a los servicios de medicina moderna (Bannerman, 1980).
Dicha organizacién define a la medicina tradicional como “la suma de todos los
conocimientos tedricos y practicos utilizables para diagndstico, prevencion y supresion de
trastornos fisicos o sociales basados exclusivamente en la experiencia y observacion
transmitidos verbalmente o por escrito de una generacion a otra”, en tanto que Jave la define
como “aquellas acciones de atencion a la salud realizadas por nuestros antepasados, que estan
ligadas a cada cultura o pueblo y que se han ido transmitiendo de generacién en generacion
hasta la actualidad” (Jave, 1985).

Segun Aguilar (Lozoya y col., 1989), la medicina tradicional se define como “un conjunto
de conocimientos y practicas generados en el seno de una comunidad, transmitidos
generacionalmente y que, basados en un saber fundamentalmente empirico, ofrecen e intentan
dar soluciones a las diversas manifestaciones de la enfermedad, buscando propiciar la salud
de la comunidad en la que fueron generados y debido a que este acervo de conocimientos
forma parte de la cultura popular, estd sujeto a cambios que propician su desarrollo, de tal
manera que algunos conocimientos pueden perderse pero pueden encontrarse otros al correr
del tiempo™.

A partir de los afios 70’s, en México se renovd el interés académico por investigar la flora
medicinal y la medicina indigena debido a que, en nuestro pais, la cubierta vegetal es una de
las mas variadas de la tierra (Lozoya, 1993). En el territorio mexicano estdn representados
todos los grandes biosistemas que se han descrito en la superficie de nuestro planeta, por lo
que cuenta con una enorme riqueza de plantas medicinales (Rzedowski, 1987). A pesar de lo

anterior, la vegetaciéon ha ido disminuyendo tanto en diversidad como en abundancia,
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conforme va siendo destruida con fines econémicos o por el exceso de depredacion. La
disminucién de la riqueza floristica, est4 contribuyendo parcialmente al empobrecimiento de
los conocimientos tradicionales, aunados a los procesos de transculturacidn, que son de
mayor trascendencia en este hecho, de ahi la necesidad de rescatarlos, mediante la realizacion
de investigaciones abarcando las diferentes lineas que se pueden seguir en el campo de la
Etnobotanica (Chino,1986).

En la actualidad, se observa una tendencia hacia el uso directo de las plantas en forma de
infusiones o extractos de las mismas como medios curativos. El uso de plantas para evitar la
pérdida de peso, fatiga, diuresis, transtornos digestivos, apetito exagerado y sed excesiva,
sintomas propios de la diabetes, y que se presentan en otro tipo de enfermedades, explican
que numerosas plantas se usen por extension para curar la diabetes. Curiosamente la etiologia
de la diabetes era desconocida hasta fines del siglo pasado (Martinez, 1980).

La medicina moderna, ha visto casi siempre con desprecio e indiferencia a los practicantes
de la medicina tradicional y a la mayor parte de sus procedimientos terapéuticos. Sin
embargo, es importante anotar que las practicas curativas de la medicina tradicional, se basan
en tres recursos principales: plantas, animales y minerales, que por sus cautelosas
administracién y dosificacién, conservadas de manera empirica, generalmente resultan
inocuas, no yatrogénicas, a diferencia de lo que frecuentemente se tiene con el uso de
medicamentos de patente (Del Campo, 1976; Capasso y col.; 1980).

Dentro de la llamada medicina tradicional se encuentran las denominadas plantas
medicinales, es decir, aquellas con actividad farmacoldgica, que puestas en contacto con un
organismo humano o animal producen sobre éste una terapia (Capasso y col.; 1980; Capasso,
1985).

Es importantc recordar que la medicina moderna s¢ ha valido dc una gran cantidad de
recursos y farmacos procedentes de la medicina tradicional para desarrollar el arsenal
farmacéutico contemporaneo. Puesto que un alto porcentaje de farmacos de origen vegetal
fueron el resultado del estudio cientifico de plantas cuyas propiedades medicinales eran bien
conocidas en la herbolaria, podemos inferir que dichos estudios son un método apropiado

para el descubrimiento de nuevos medicamentos (Farnsworth y col., 1989).
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Debido al gran numero de estudios etnoboténicos existentes resulta dificil precisar la
cantidad de especies medicinales usadas mundialmente en el tratamiento de la DM. Sin
embargo, el andlisis de la literatura existente al respecto, nos permite estimar que el nimero
de plantas usadas tradicionalmente como antidiabéticas es superior a 800. Con el reciente
interés mostrado por la OMS en la practica de la medicina tradicional, se logré motivar la
realizacion de gran numero de estudios enfocados hacia la validacién de la accién
hipoglucemiante de las plantas antidiabéticas y ésto ha permitido que a la fecha, por lo menos
en forma parcial, se haya evaluado casi la mitad de las plantas registradas etnobotanicamente
(Lamela y col., 1986; Ali-Ajabnor y Karim, 1988; Ivorra y col., 1989; Atta-ur-Raman y
Zaman, 1989). De acuerdo con Bayley y Day (1989), las plantas antidiabéticas se pueden

agrupar en dos grandes categorias:

1. Plantas que no han sido estudiadas cientificamente y que representan aproximadamente un
60 %.

2. Plantas cuyas propiedades antidiabéticas han sido estudiadas cientificamente.

Las plantas quec si sc han cstudiado (aproximadamentc 300 especics) sc clasifican dc

acuerdo al tipo de estudio realizado :

a) Plantas a partir de las cuales se ha logrado caracterizar parcial o totalmente un agente
hipoglucemiante potencial. Los compuestos quimicos identificados son polisacaridos,
proteinas, esteroides y productos relacionados (Akhtar y col., 1984).

b) Plantas cuyo efecto hipoglucémico se ha podido demostrar en diferentes modelos animales
y/o en el hombre pero cuyos principios activos no han sido purificados. De las mas de 200
plantas cuyo uso popular ha sido validado cientificamente, sélo en el 10 % se han efectuado
estudios clinicos. (Karunanayake y col., 1990; Kamani y col., 1994).

¢) Plantas que al evaluarse en diferentes animales de laboratorio no mostraron efecto

hipoglucémico importante. (Husni y col., 1983; Warren, 1983).
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En la mayoria de los trabajos realizados con plantas antidiabéticas se hace notoria la
necesidad de realizar estudios etnoboténicos convenientes para entender las interpretaciones
populares acerca de la diabetes mellitus, asi como el preciso estado clinico por el cual una
determinada planta se prescribe, ya que algunas de ellas se utilizan para combatir los sintomas
principales de la diabetes mellitus, mientras que otras se usan més bien para aliviar las

complicaciones crénicas del padecimiento, aunque también son consideradas por la poblacion

como plantas antidiabéticas (Alarcén, 1997).

Una de las plantas mas utilizadas por la poblacion mexicana en el control de la diabetes

mellitus y de la cual a la fecha no se tienen suficientes evidencias a nivel experimental es

Lepechinia cualescens, cuya descripcion boténica es la siguiente: pertenece a la familia de las
labiadas, es una planta herbacea, anual o perenne, subarbustiva, tallo generalmente
cuadrangular y ascendente, de hasta 80 cm de alto, simple 0 poco ramificada, levemente
pubescente, hojas con peciolos hasta de 1 a 3 cm de largo, limbo ovalado a ovalado-
lanceolado, de 2.5 a 15 cm de largo por 1.5 a 7 cm de ancho, apice agudo o acuminado,
margen crenado, base cuneada a truncada, escasamente pubescente, inflorescencia en espiga

terminal, apretada, bracteas anchamente ovaladas, acuminadas; caliz acampanado, de 6 a 8
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mm de largo, hasta de 12 mm en fruto, dientes linear-lanceolados, pilosos con puntitos
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resinosos, cristalinos, corola blanca, de 7 a 9 mm de largo; estambres insertos en el tubo de la
corola, inclusos; mericarpios ovoides de mas o menos 2 mm de largo, lisos, de color negro.
Ampliamente distribuidas en las partes montafiosas mas himedas del valle de México. Alt.
2250 - 3300 m. En bosque de coniferas mixtos, en claros cercanos a los bosques y a veces a
la orilla de arroyos o cerca de cultivos (Morton, 1990).

Cabe mencionar que en México ademas del valle del mismo nombre, la encontramos
principalmente en los siguientes estados: Chihuahua, Durango, Guanajuato, Guerrero,

Hidalgo, Michoacén, Morelos, Oaxaca, Puebla, Querétaro y Veracruz (Rzedowski, 1987).

Las plantas pertenecientes a la familia Labiatae han despertado gran interés debido a que
algunos metabolitos secundarios aislados de ellas han demostrado un potencial farmacolégico

importante, tal es el caso del flavonoide cirsimaritna que posee una actividad antibacterial, o




la actividad inhibitoria mostrada por los aceites esenciales de numerosas labiadas en cultivos
de bacterias responsables de malestares en las vias respiratorias. Los 4cidos caféico vy
rosmarinico, son particularmente activos en comtra de Mycobacterium tuberculosis,
Corynebacterium diphteriae y Staphylococcus proteus (Hernandez, 1987; Sanchez, 1988).
Sin embargo, en el caso concreto de L. caulescens hasta este momento no se han hecho
investigaciones suficientes dirigidas al aislamiento e identificacién quimica de la(s)
sustancia(s) responsable(s) de la actividad hipoglucemiante reportada en la preparacion

tradicional de la planta.




2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La ausencia de un control idéneo para la diabetes mellitus (DM), ha llevado a un aumento
considerable de la morbi-mortalidad de este padecimiento, el cual no reconoce fronteras
territoriales, posicién econdmica, raza o religion y representa uno de los més grandes
problemas de salud publica en el nivel mundial.

Varios millones de mexicanos en edad productiva tienen diagnosticada DM, a nivel
mundial se calcula que por cada paciente con diabetes diagnosticada existe otro que la
padece, sin estar diagnosticada todavia. De aqui que el porcentaje de pacientes diabéticos
oscile entre el 3 y 6 % de la poblacion (Roman y col.; 1994).

La DM como causa de muerte en México se encontraba en noveno lugar en 1980. En
1994, la DM alcanz6 el cuarto lugar, cobrando la vida de mas de 30 mil personas (Alberti,
1997). La DM es la enfermedad crénico-degenerativa que mas dafia a la economia nacional
debido a que incapacita laboralmente a la poblacion.

Actualmente existen varias perspectivas para lograr un mejor control de la diabetes
mellitus, entre las cuales podemos citar a los transplantes segmentario y total del pancreas, al
injerto de células B pancreaticas solas e hibridas y a la implantacion de pancreas artificial
(bomba de infusion de insulina y glucagén). Estos métodos todavia no han podido superar
algunos problemas técnicos y por su alto costo no se encuentran al alcance de la mayoria de
los pacientes diabéticos, quienes tienen que recurrir a la medicina tradicional como tnico
recurso a su alcance.

La medicina tradicional controla a los pacientes diabéticos con base en preparaciones
obtenidas de plantas medicinales. En México, la poblacion utiliza en forma empirica alrededor
de 150 plantas como antidiabéticas (Alarcon, 1990). Mas de la tercera parte de ellas ya ha
sido evaluada experimentalmente, convalidandose el efecto hipoglucémico en varias (Alarcon
y col, 1993). A pesar de que estas plantas representan una alternativa viable para la

obtencién de nuevos medicamentos hipoglucemiantes orales, hasta ahora no se han realizado
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estudios dirigidos hacia el aislamiento y purificacion quimica de la sustancia responsable del
efecto hipoglucémico detectado experimentalmente. La investigacion se ha limitado al estudio
antihiperglucémico de las preparaciones tradicionales (Roman, 1992).

El uso de preparaciones tradicionales para el control de pacientes diabéticos puede tener
varios problemas como es la dosificacién del principio activo. Esta puede variar por diversas
causas entre las que destacan el tipo de preparacién tradicional (infusién, decoccion acuosa,
jugo, etc.). Ademds la concentracion del principio activo no es la misma en las diferentes
partes de la planta y atin en la misma parte puede haber variaciones dependiendo de la edad y
estado fisiologico de la planta, la época del afio, la altitud de la regidn, etc. Para todos es
sabido que la dosificaciéon de la sustancia bioldgicamente activa es muy importante en la
terapéutica. Si la dosis es menor a la requerida (subumbral) no se tendra el efecto terapéutico,
en tanto que si es muy grande puede resultar toxica y hasta letal. Los problemas mencionados
podrian evitarse con el uso de sustancias hipoglucemiantes puras y a partir de éstas podrian
desarrollarse, previa investigacion farmacolégica experimental y clinica, agentes
hipoglucemiantes orales.

Tomando en cuenta lo anterior, es necesario realizar estudios quimico-farmacolégicos
dirigidos al aislamicnto ¢ identificacion dc las(s) sustancia(s) responsable(s) de la actividad
hipoglucemiante reportada a nivel empirico por la poblacién y validada a nivel experimental
para las plantas mas usadas en el control de la diabetes (Alarcén y col., 1993).

Por la magnitud del efecto antihiperglucémico reportado, su amplia distribucién y uso
popular como antidiabética Lepechinia caulescens se perfila como candidata idénea para ser

investigada en esta direccion.

2.1. HIPOTESIS

La actividad hipoglucemiante de la decoccién acuosa de la inflorescencia de Lepechinia
caulescens observada experimentalmente se debe a la presencia de por lo menos una
sustancia quimica la cual puede ser identificada y aislada en experimentos biodirigidos
empleando una metodologia extractiva basada en el empleo de disolventes de polaridad

creciente, seguida de métodos cromatograficos.

21




2.2. OBJETIVOS

2.2.1. OBJETIVO GENERAL

Iniciar un estudio quimico-farmacologico dirigido a la separacion (aislamiento) e
identificacién de la(s) sustancia(s) responsable(s) del efecto hipoglucémico de la decoccion

acuosa de la inflorescencia de planta Lepechinia caulescens.

2.2.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Estudiar la influencia de la decoccion acuosa de Lepechinia caulescens sobre la glucemia

de animales sanos y diabéticos.

2. Obtener extractos orgdnicos y acuosos de Lepechinia caulescens y realizar el estudio

farmacol6gico en animales sanos.

3. Iniciar estudios que conlleven a la caracterizacion o en su caso al aislamiento e

identificacion del agente causante del efecto hipoglucémico.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1. Animales de experimentacion

54 conejos Nueva Zelanda, adultos, machos de 2.5 a 3.5 Kg de peso corporal, alimentados

con nutricubos purina y agua ad libitum.

170 ratones Mus misculus cepa CD-1, adultos, machos, de 25 a 35 g de peso corporal,

alimentados con nutricubos purina y agua ad libitum.

3.1.2. Material vegetal

Lepechinia caulescens, colectada durante la floracion (4 kg de la planta) en el mes de
agosto, obteniéndose 2 kilos de inflorescencias secas después de la molienda. Un ejemplar de
herbario fue depositado en el herbario de plantas medicinales del Instituto Mexicano del
Seguro Social (Herbario IMSS-M), con nimero de registro 11477.

3.2. METODOLOGIA

3.2.1. Colecta de la planta y preparacion de la decoccion acuosa de las inflorescencias
Lepechinia caulescens
La planta se obtuvo de manera fresca procedente de la ciudad de Puebla, fue desecada a la
sombra (sin exposicion directa a los rayos solares), a temperatura ambiente durante 10 dias.
Posteriormente se procedid a la separacion de las inflorescencias, las cuales se colocaron en
paquetes secos y limpios.

La decoccion se prepar6é de la manera siguiente: la planta (40 g de inflorescencias) se
hirvié a fuego lento en 300 mL de agua potable durante 10 minutos, se enfrié a temperatura
ambiente y se filtro, desechandose el residuo sélido. El liquido filtrado se utilizé para los
estudios farmacoldgicos.




3.2.2. Estudio farmacolégico de la decoccion acuosa de las inflorescencias de Lepechinia caulescens

3.2.2.1. Ensayos biologicos en conejos

Se estudiaron 54 conejos con las caracteristicas citadas anteriormente, en 3 grupos de 18

animales

cada uno: conejos sanos con hiperglucemia temporal, conejos con diabetes

moderada y conejos con diabetes severa. Los conejos antes de cada estudio se sometieron a

ayuno de 18 horas y se pesaron. A cada grupo se le realizé un estudio cada siete dias durante

4 semanas de la siguiente manera:

1a. semana.

2a. semana.

3a. semana.

4a. semana.

Estudio control con la administracion gastrica a través de una sonda, de agua
potable a razdn de 4 mL/kg de peso corporal.

Estudio con la administracion gastrica de tolbutamida (Artosin tabletas de

0.5 g, Lakeside) a razon de 20 mg/por kg de peso corporal, usando el volumen
de agua citado para el estudio control.

Estudio con administracion gastrica de la decoccion acuosa de Lepechinia
caulescens a razdn de 4 mL/kg equivalentes a 102 mg de peso seco de la
planta/kg de peso corporal.

Estudio con la administracidn gastrica de agua potable a la dosis citada

e insulina regular o deaccién rdpida (Humulin R, Lilly) por via subcutdnea a

razon de 0.4 U.L./kg de peso corporal.

3.2.2.1.1. Conejos sanos con hiperglucemia temporal

Los ensayos biologicos se realizaron en este grupo de conejos de la forma siguiente:

Toma de muestra sanguinea (32 pl)de la vena marginal de la oreja izquierda y

determinacion de la glucemia inicial (en ayunas) por el método enzimatico glucosa-oxidasa

peroxidasa empleando tiras reactivas Haemoglucotest 20-800 R y el reflectémetro

Reflolux S Boheringer Mannheim (Lakeside).
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2. Administracion en la forma ya descrita (3.2.2.) de agua potable, tolbutamida, decoccion de
Lepechinia caulescens o agua mas insulina seguida de la administracién subcutéanea de
solucién de glucosa al 50% a razén de 4 mL/kg de peso corporal.

3. Toma de muestra sanguinea y determinacién de la glucemia a los 60 minutos y repeticion
de la administracién de la solucién de glucosa en la misma forma y volumen.

4. Toma de muestra sanguinea y determinacion de la glucemia en los minutos 120, 180, 240 y

300.

3.2.2.1.2. Conejos con diabetes moderada (glucemia en ayunas de 150 a 350 mg/dL)

La diabetes se les indujo a estos conejos mediante la administracion, en la vena marginal
de la oreja derecha, de aloxana monohidratada (Sigma) disuelta en solucién isotdnica de
cloruro de sodio (Abbott) en una dosis de 150 mg/kg por el método de Duffy (Duffy,1945).

Después de un periodo de estabilizacién de una semana se les estudié de la manera siguiente:

. Toma de muestra sanguinea y determinacion de la glucemia inicial (en ayunas).

2. Administracién de agua, tolbutamida, decoccion de Lepechinia caulescens o agua e
insulina en la forma, dosis y via citadas.

3. Toma de muestra sanguinea y determinacién de la glucemia en los minutos 60, 120, 180,

240 y 300.

3.2.2.1.3. Conejos con diabetes severa (glucemia en ayunas superior a 350 mg/dL)

A estos conejos se les indujo la diabetes y se les estudié en la forma descrita para el grupo

anterior.
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3.2.2.2. Ensayos bioldgicos en ratones

3.2.2.2.1. Ratones sanos

Se formaron 3 grupos de 10 ratones cada uno, los cuales se estudiaron después de 18
horas de ayuno, previo al ayuno se les realiz6 llenado de bebederos con agua potable, cambio
de camas y traslado al sitio de investigacion. Los ensayos farmacoldgicos se realizaron de la

manera siguiente:

1. Toma de muestra sanguinea (32 pl) por corte transversal de la cola y con la ayuda de un
capilar heparinizado, determinacion la glucemia inicial (en ayunas) por el método antes
descrito.

2. Administracién intraperitoneal de:

a) Solucién salina (SSI) a razén de 4 ml/kg de peso corporal a los animales del grupo 1.
b) La decoccién acuosa de Lepechinia caulescens por via intraperitoneal a razon de 4
mL equivalentes a 102 mg de peso seco de la planta/ kg de peso corporal a los animales
del grupo II.

¢) Solucién salina en el volumen citado e insulina regular (accién rapida) a razén de 0.4
U.I./kg de peso corporal del grupo III.

3. Toma de muestra sanguinea y determinacion de la glucemia al minuto 120 y 240.

3.2.2.2.2. Ratones diabéticos

Se les indujo diabetes experimental por el método de Duffy (Duffy,1945) mediante la
administracién por via intraperitoneal de 150 mg/kg de tres dosis de aloxana cada 48 horas en

tres ocasiones.

Se formaron 3 grupos de ratones diabéticos a los cuales se les realizé el siguiente ensayo

farmacoldgico:

1. Toma de muestra sanguinea colectada en un capilar heparinizado y determinacién de la

glucemia basal (t = 0 min).
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2. Administracién intraperitoneal del liofilizado de Lepechinia caulescens a razén de 200 y
400 mg/kg de peso corporal y de ssi a razén de 4 mL/kg .

3. Determinacion de la glucemia al minuto 120 y 240.

3.3. OBTENCION Y ESTUDIO FARMACOLOGICO DE LOS EXTRACTOS

Se pesaron 250 g de inflorescencia seca y molida y se colocaron en un percolador, para
realizar extracciones con disolventes de polaridad creciente: hexano, cloruro de metileno,
metanol y agua (aproximadamente 1 litro de cada uno de ellos).

La primera extraccidn consistié en poner en contacto el disolvente correspondiente con la
planta durante un tiempo de 15 minutos. Las siguientes 3 extracciones fueron con una
duracién de 30 minutos y las ultimas 3 con un tiempo de una hora.

La solucidn obtenida (disolvente mas extracto) de la maceracion se filtré en cada cambio y
se concentré en un rotavapor. El criterio que se tomé para suspender cada extraccion fue al
momento en que dejaba de concentrarse el extracto en el rotavapor. Los extractos resultantes
se pesaron en balanza analitica. Para calcular los rendimientos respectivos se consider6 el
peso de la inflorescencia seca como el 100% y se aplicé una regla de tres simple tomando en
cuenta el peso de cada extracto. La dosis administrada a los animales en estudio, fue de 100

mg/kg de peso corporal.

Para valorar el efecto hipoglucémico de los extractos obtenidos se formaron 8 grupos de
10 ratones, los cuales se estudiaron después de tomar en cuenta las condiciones previas ya

descritas. Los ensayos farmacol6gicos consistieron en los siguiente:

1. Toma de muestra sanguinea y determinacion de la glucemia inicial (en ayunas).
2. Administracion intraperitoneal de controles, firmacos y extractos de acuerdo al siguiente
cuadro:
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Grupo Estudio
1 Solucidn salina isotonica
(4mL/kg)
11 Aceite de maiz
(4 mL/kg)
1 Insulina accion répida
(04 U.L)
v Decoccién acuosa
(4 mL/kg = 102 mg)
A% Extracto hexanico
(100 mg/kg)
VI Extracto diclorometanico
(100 mg/ke)
VI Extracto metandlico
(100 mg/kg)
VIII Extracto acuoso
(100 mg/kg)

Los controles o vehiculos (solucion salina isotdnica y el aceite maiz) y los extractos

obtenidos se administraron, previa resuspensién en un vehiculo adecuado, por via

intraperitoneal a ratones CD-1, para las pruebas bioldgicas correspondientes.

3. Toma de muestra sanguinea y determinacion de la glucemia en los minutos 120 y 240.

3.4. OBTENCION Y ESTUDIO FARMACOLOGICO DE LAS FRACCIONES

El extracto con mayor efecto hipoglucémico fue sometido a fraccionamiento con la ayuda
de la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), en columna preparativa, con un

“loop” de 100 pl y en una relacion de 65:35

cromatograma tres picos (tres fracciones del extracto).

metanol : agua, observandose en el




Para valorar el efecto hipoglucémico de las fracciones obtenidas, éstas fueron

administradas por via intraperitoneal, de acuerdo con el siguiente cuadro:

Grupo Estudio

I Sol. salina isoténica
(n=10) (4 mL/kg)

II Fraccion I
(n=10) (100 mg/kg)

I Fraccion 11
(n=10) (100 mg/kg)

v Fraccion 111
(n=10) (100 mg/kg)

Las pruebas bioldgicas se realizaron de la manera antes descrita para los extractos.

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

3.5.1. Decoccidn acuosa en conejos:

Los rcsultados obtcnidos dc la investigacion dc la actividad hipoglucemiantc dec la
decoccidn acuosa de Lepechinia caulescens en conejos se sometieron a analisis estadistico de

la manera siguiente:
a) En cada estudio se calcularon las concentraciones medias de glucosa y su desviacion
estandar en todos los puntos determinados de la curva de tolerancia a la glucosa

resultante.

b) Se calcul6 la t de Student para muestras independientes de una sola cola. Las diferencias

se consideraron estadisticamente significativas con una p < 0.05.
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3.5.2. Extractos y fracciones poseedores de la mayor actividad hipoglucemiante:

Los resultados obtenidos en cada una de las pruebas farmacoldgicas se sometieron a un
analisis estadistico y se expresaron como media y desviacion estandar (D.E.). Para evaluar la
diferencia entre los controles (ayuno, solucién salina isotonica, aceite de maiz e insulina) y las
sustancias en estudio (preparacién tradicional, extractos y fracciones), se calculé la t de

Student. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas con una p < 0.05.

Se calculé también la disminucion de la glucemia en % inducida por la administracion de

extractos y fracciones de éstos.

3.6. ESPECTRO INFRARROJO DE LA FRACCION CON MAYOR ACTIVIDAD

A la fraccién poseedora de la mayor actividad hipoglucemiante se le realizd un estudio

espectroscopico de infrarrojo mediante la técnica de bromuro en pastilla.
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4. RESULTADOS

4.1 Conejos sanos con hiperglucemia temporal.

En el cuadro 1 y gréfica 1, se presentan los resultados de esta parte de la investigacion, los
cuales muestran que la glucemia de los conejos en ayunas es de 77.1 = 7.2 mg/dL. Después
de la administracion de la glucosé, en el control con agua, la glucemia se incrementa y a las
dos horas alcanza su valor maximo de 226.9 + 15.2 mg/dL, lo que representa un incremento
del 192.5% respecto a la glucemia inicial. Posteriormente, la glucemia disminuye en forma
gradual, sin regresar a su valor inicial. A las cinco horas, se encuentra por arriba de éste en
aproximadamente 39.7%.

La administracién de la decoccién acuosa de las inflorescencias Lepechinia caulescens
hace que el incremento de la glucemia sea significativamente menor que en el control con
agua (p< 0.05) en todos los tiempos estudiados de la curva de tolerancia a la glucosa y
también resultd significativamente menor respecto al estudio con tolbutamida durante las
primeras dos horas (p < 0.05).

El valor maximo de la glucemia alcanzado 2 horas después de la administracion de la
decoccidn de las inflorescencias Lepechinia caulescens es de 157.9 + 11.8 mg/dL, lo que
representa un incremento del 102% respecto al valor de glucemia inicial y comparado con el
porcentaje de incremento méaximo del control se observa que es inferior en un 30.5%.

La tolbutamida tiene efecto maximo dos horas después de administrada, donde la glucemia
es de 182.3 * 33.5 mg/dL, o sea 19.8 % inferior al control con agua (p < 0.05). Esta
diferencia resulta aproximadamente menor en un 10.7% a la producida por la decoccién
acuosa de las inflorescencias L. caulescens (p < 0.05).

La insulina manifiesta su efecto antihiperglucémico mdximo una hora después de
administrada cuando la glucemia es de 95.5 + 19.1 mg/dL,v o sea 48.2 % menor al control con

agua.
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3.2 Conejos con diabetes moderada.

Los conejos diabéticos de glucemia en ayunas entre 150 y 350 mg/dL
(210 * 32 mg/dL) permanecen sin cambio importante al administrarles agua como control
(Cuadro 2, gréafica 2). La administracién de la decoccién acuosa de las inflorescencias de
Lepechinia caulescens causa una disminucion estadisticamente significativa (p < 0.05) en la
glucemia de estos conejos a partir de la segunda hora de administrada, manifestando su
accién hipoglucemiante méxima a las 5 horas, cuando la glucemia disminuye a 153 + 33.1
mg/dL, es decir, en 29.3% con respecto al valor inicial. La tolbutaminda tiene efecto
estadisticamente significativo también a partir de la segunda hora de administrada. Su accién
hipoglucemiante mdxima la muestra a las 5 horas, cuando la glucemia es de 153.8 £ 35.4
mg/dL. La insulina provoca una disminucion significativa en todos los tiempos estudiados,
normalizando incluso la glucemia a partir de los 120 minutos de inyectada, mostrando su

actividad maxima al minuto 240, cuando la glucemia desciende hasta 56.3 + 18.1 mg/dL.
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4.3. Conejos con diabetes severa

En conejos con glucemia en ayunas mayor a los 350 mg/dL (458 +50.7 mg/dL), la
administracion de la decoccién acuosa de las inflorescencias de Lepechinia caulescens, asi
como la administracién de tolbutamida, no modifican la hiperglucemia existente en ayunas.

Esta se conserva, sin variaciones significativas, durante las cinco horas del estudio y
no se diferencia de los resultados obtenidos en el estudio control con agua (Cuadro 3,
grafica 3).

En este grupo, solamente la insulina logra disminuir la glucemia en forma
significativa (p < 0.05) en todos los puntos de la curva. Los descensos causados por esta
sustancia fueron del 30%, 52%, 75%, 80% y 78% a las 1, 2, 3, 4 y 5 horas, respectivamente,
después de administrada.
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4 4. Ratones sanos con glucemia normal

La glucemia en ayunas fue de 47.8 £ 6.8 (Cuadro 4, y grafica 4). La administracién de
soluci6n salina no produjo cambios importantes en la glucemia.

La decoccién acuosa de las inflorescencias de Lepechinia caulescens administradas por
via géstrica a razon de 4 mlL/kg de peso corporal, tiene un efecto hipoglucémico
(p < 0.05), sélo a los 240 minutos de iniciado el estudio, que representa un descenso del
18.4% .

La insulina mostré un efecto hipoglucémico el cual se manifestd de manera significativa
(p < 0.05) en los puntos estudiados, lo que representa un descenso del 11.8% para el minuto

120 y un 13.7% para el minuto 240 con respecto al control.

CUADRO 4. Efecto hipoglucémico de la decoccidn acuosa de las inflorescencias de

Lepechinia caulescens sobre los niveles de glucosa de ratones sanos en

ayunas.
ESTUDIO Glucemia mg/dL (X £ D.E.; n = 10)
t =0 min t =120 min t =240 min
Sol. sal. isotdnica 45.9+9.1 43.8+5.2 422+69
L. caulescens 50.3 +8.5 40.0+5.6 344 +5.9*
Insulina 47.4+ 3.0 38.7£2.9* 36.4 +2.3*

Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control : * p <0.05
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4 5. Ratones diabéticos

La glucemia en ayunas de los ratones diabéticos fue mayor a los 200 mg/dL y no hubo
diferencia estadisticamente significativa entre los tres grupos estudiados.(cuadro 5, gréfica 5).
Los valores de L. caulescens se compararon con el control.

La administracién intraperitoneal de 200 mg de liofilizado de la decoccién acuosa de
L. caulescens pese a que causa un descenso de la glucemia, éste no es significativo
(p > 0.05), en tanto que el descenso de la glucemia causado por la dosis de 400 mg resulto

estadisticamente significativo a las 4 horas de iniciado el estudio.

CUADRO 5. Efecto hipoglucémico del liofilizado de la decoccidn acuosa de L. caulescens

en ratones diabéticos.

ESTUDIO Glucemia mg/dL (X £ D.E.; n=10)
t=10 min t=120 min t =240 min
Sol. sal. isotdnica 276.8+£17.3 232.0+24.3 206.1 £32.1
200 mg L. caulescens 281.9+£214 380.2 +21.8 188.2 +26.4
400 mg L. caulescens 2413 £23.6 255.8+£32.5 82.4 +£22.2*

Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control: * p < 0.005

En el cuadro 6, se muestran los rendimientos de los extractos de L. caulescens

CUADRO 6. Rendimiento de los extractos de L. caulescens a partir de 250 g de planta seca

y molida.

EXTRACTO PESO (g) RENDIMIENTO (%)
Hexéanico 36.91 14.76
Diclorometénico 26.80 10.72
Metandlico 35.12 14.04
Acuoso 18.08 7.23
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4 6. Valoracidn farmacolégica de los extractos

En el cuadro 7 se tienen los resultados correspondientes a la valoracién farmacolégica de
los extractos obtenidos a partir de la maceracién de las inflorescencias de Lepechinia
caulescens.

Los extractos hexdnico y diclorometanico se compararon con aceite de maiz como
control. Ambos extractos no muestran diferencia estadisticamente significativa en los minutos
120 y 240.

Los extractos metandlico y acuoso fueron comparados con la solucion salina isoténica, y
se puede observar que s6lo el extracto acuoso, en el minuto 240 causa un descenso de la

glucemia basal estadisticamente mayor que el observado para el control.

CUADRO 7. Disminucion de la glucemia en % causada por la administracién intraperitoneal
de los extractos de las inflorescencias L caulescens en ratones sanos a razon

de 100 mg/kg de peso corporal.

ESTUDIO Glucemia basal % disminucién de la glucemia

n=20 mg / dL t= 120 min t =240 min
Sol. salina isoténica 100+£17.1 23.01 +13.99 35.67 + 13.02
Aceite de maiz 89.5+17.6 219 +£5.57 33.94 +15.22
Extracto Hexanico 86.0 £20.6 23.57 + 8.55 36.38 £ 10.67
Extracto diclorometanico 96.1 £12.7 24.85+11.06 37.83 £13.83
Extracto Metanélico 93.6 £12.7 26.25+11.70 37.91 £ 14.74
Extracto Acuoso 77.8+ 164 2421 +10.95 51.23 £19.32%

Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control: * p < 0.01
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CUADRO 8. Rendimiento de las fracciones obtenidas a partir de 250 mg del extracto acuoso

de las inflorescencias de L. caulescens

FRACCION PESO (mg) RENDIMIENTO ( %)
Fraccion I 103 41.2
Fraccion II 92 36.8
Fraccion IIT 55 22.0

4.7. Valoracion farmacolégica de las fracciones

En el cuadro 9 se encuentran los resultados correspondientes a la valoracion
farmacoldgica de las fracciones obtenidas a partir del extracto acuoso y la figura 1 muestra el
cromatograma correspondiente a las tres fracciones obtenidas a partir de dicho extracto.

Se obtuvieron tres fracciones las cuales fueron comparadas con solucién salina isoténica.
Se puede observar que todas las fracciones causaron descensos estadisticamente
significativos. Sin embargo, la fraccion I logré obtener el mayor descenso significativo en el

minuto 240 (p < 0.005).

CUADRO 9. Efecto hipoglucémico causado por la administraciéon intraperitoneal de las
fracciones obtenidas a partir del extracto acuoso de las inflorescencias de

L. caulescens cn ratoncs sanos a razén de 100 mg/kg de peso corporal.

ESTUDIO Glucemia basal % disminucién de la glucemia
mg / dL t =120 min t = 240 min
Sol. sal. isoténica 642 +12.8 0.4+15.1 55+234
Fraccion [ 93.5+19.9 30.4 +£24.5* 62.1 £ 19.5%*
Fraccion 11 71.4+£9.2 31.5 £ 15.5* 453 £ 16.2*
Fraccion III 59.0+ 154 19.5 £ 9.4* 342+ 11.1*

Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control : * p < 0.01

**p < 0.005
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4.8. Espectro de infrarrojo de la fraccién hipoglucemiante

A la fraccién con mayor actividad hipoglucemiante se le realiz6 un estudio de
espectroscopia infrarroja, encontrandose en el espectro resultante: una banda ancha en la
region de los 3800 - 3200 cm™, otra de menor amplitud en la regién de los 2900 cm™ y una

serie de bandas pequeiias en la regién de 1000 - 600 cm™' (figura 3).

50




VAL g WS e

N B L g AT TN
Aedfonts Lol

o CARSALLID

[I3 Y

et O
CAks NG
B AL LA D

TN

T I
p =2 PRI Y N

T A Y EE L T R R IR SRR E T R RN S IO
§ 3 ¢ %2 3 ¥ 3 3 ¢ 3 ¥ g2 2 TR 3T LI IR LIITRT

- -sceg-—-scue

£

Inntuns A Quinwes UNAXY

K Easiqeer 10W

~

FIG. 3

222471

$ 3 2 3 R

-
=

k4

~

o~
~

3

wﬂl(\l‘.\

114779

~

e

frttrppenniatigs 1 T 1 1y H t
i H 1 ! ! XI! Il,lll!|||‘Hl|lll!lll!lll|l | H“H[H [(H!I l““!lll‘“l!ll {IH!II(IIII'HI‘IH[I lll”'ll

400

1000

1200

MU

1600

1800

2400

PN

W

w000

Waverwsmbers (cm-t}




5. DISCUSION Y CONCLUSIONES

5.1. DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion, se evalué a Lepechinia caulescens, planta
ampliamente usada por la poblacién mexicana en el control de la diabetes mellitus. Esta
planta fue seleccionada tomando en cuenta los reportes etnoboténicos referentes a su uso
como antidiabética, procedentes del valle de México y de diferentes estados de la Republica
Mexicana.

La accidn hipoglucemiante de la preparacion tradicional de L. caulescens encontrada en la
presente investigacion esta de acuerdo con los resultados obtenidos por otros investigadores,
quienes reportan la deteccion experimental del efecto hipoglucémico de la planta en estudio
(Roman y col.; 1991, 1992; Alarcén, 1997).

Las personas enfermas de diabetes mellitus en nuestro pais, toman un vaso de este
preparado vegetal antes de cada ingesta de alimentos, con lo cual buscan obtener un efecto
antihiperglucémico durante 4-6 horas. Algo parecido se busca en los estudios realizados de
hiperglucemia temporal inducida en conejos sanos mediante la administracién de cargas de
glucosa. La decoccién acuosa de las inflorescencias secas de L. caulescens se administra por
via intragastrica a los conejos en estudio, en forma previa a la administracién de la primera
carga de glucosa, para investigar su efecto antihiperglucémico durante las cinco horas de la
curva de tolerancia a la glucosa (CTG).

En esta investigacion, se respet6 la preparacion popular de la planta y la forma de
administracién. Ademds la hiperglucemia temporal inducida mediante la administracién
subcutdnea de dos cargas de glucosa (2g/kg al inicio y 60 minutos después) a conejos con
pancreas intacto, es adecuada para el estudio de la accion hipoglucemiante de esta planta,
pues la glucemia tiende a alcanzar sus valores basales después de 5 horas de iniciado el

estudio.
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La escasa variabilidad de los valores de la glucosa sanguinea en ayunas obtenidos, indica la
uniformidad de los datos al inicio de los experimentos. El hecho de que estos valores sean
muy similares a los reportados en humanos, conejos y ratones sometidos a periodos similares
de ayuno (14-18 horas) (Akthar y col., 1985; Jiménez y col., 1986; Palanichamy y col.,
1988), apoya también la utilidad del modelo empleado en este trabajo para obtener
conclusiones vélidas en el estudio de sustancias que influyan sobre los niveles de la glucosa
sanguinea.

El uso de la tolbutamida, hipoglucemiante oral ampliamente empleado en el control de la
diabetes mellitus tipo 2 (ANM, 1997, Goémez-Pérez y Rull, 1997) permitié validar la
efectividad del modelo de investigacion. Dosis equivalentes a las terapéuticas para el humano
redujeron en forma significativa la hiperglucemia de los animales en todos los puntos
estudiados de la CTG.

La administracion de la decoccion acuosa de Lepechinia caulescens a los conejos, les
produjo reducciones de la hiperglucemia mas importantes que los causados por la
tolbutamida durante toda la CTG.

Los resultados obtenidos de la investigacion de los conejos sanos con hiperglucemia
temporal inducida mediante la administracion de cargas parenterales de glucosa no se
diferencian estadisticamente de los reportados por otros autores (Roman y col., 1991;
Alarcén, 1992 y 1997), y nos muestran su reproducibilidad. Los resultados positivos
obtenidos en ratones muestran la factibilidad del uso de esta especie animal en el estudio de
sustancias hipoglucemiantes, necesitando por su peso corporal de cantidades 100 veces
menores al de los conejos, lo cual es importante en el estudio de extractos y fracciones de
éstos obtenidas en cantidades muy pequefias a partir de plantas medicinales usadas
empiricamente como antidiabéticas.

El uso de animales sanos con hiperglucemia temporal, inducida mediante la administracién
de sobrecargas de glucosa, permite la investigacién de sustancias hipoglucemiantes,
descartando de entre los mecanismos de accién farmacolégica, la disminucién en la
absorcion intestinal de glucosa (Frati-Munari y col., 1989). Esto permite comenzar a dilucidar

los probables mecanismos de accién hipoglucemiante de la decoccién acuosa de

L. caulescens.
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La administracién intravenosa de aloxana a conejos por el método de Duffy (Duffy, 1945),
permite causar dafio selectivo e irreversible, en parte o en su totalidad, de los islotes
pancreaticos, con el subsiguiente desarrolio de diabetes mellitus moderada o severa,
respectivamente, sin dafio de la parte exocrina del pancreas, como sucede en la diabetes
experimental inducida quirirgicamente, resultando un modelo experimental mas parecido a la
diabetes mellitus padecida por el ser humano (Walter y col., 1969).

La diabetes mellitus moderada de estos conejos, simula a la diabetes mellitus tipo 2 del
humano, como lo demuestran los niveles de glucosa sanguinea (150-350 mg/dL) y la
disminucién de la hiperglucemia causada por la tolbutamida. Este farmaco requiere de la
presencia de células beta pancreéticas intactas, capaces de secretar insulina para ejercer su
accién hipoglucemiante, aunque ésta resulte insuficiente para normalizar la glucemia
(Jackson, 1986).

La diabetes mellitus severa en los conejos usados en el presente trabajo, simula a la
diabetes mellitus tipo 1 del humano. Esto se refleja en los niveles elevados de glucemia
(supcrior a 350 mg/dL), pérdida notoria dc peso, opacidad del pelo y la inefectividad de la

tolbutamida para disminuir la hiperglucemia.

La decoccion acuosa de L. caulescens, al igual que la tolbutamida, fue eficaz en la
disminucién de la glucemia de los conejos con diabetes moderada e ineficaz en los conejos
con diabetes severa.Como la tolbutamida, la sustancia o sustancias responsables de Ia accion
hipoglucemiante de L. caulescens requieren de la presencia de insulina end6gena.

En los animales con diabetes severa no hay células beta pancreaticas intactas capaces de
secretar insulina por lo que ni L. caulescens ni la tolbutamida presentaron efecto
hipoglucémico evidente. En estos animales solo la insulina tuvo accién hipoglucemiante.

El andlisis de los resultados de la investigacién de la accion hipoglucemiante de la
decoccion acuosa de L. caulescens en animales sanos con hiperglucemia temporal inducida y
en animales diabéticos permite pensar que el uso tradicional de esta planta estd fundamentado
unicamente en el control de la diabetes mellitus tipo 2, mientras que en la diabetes mellitus
tipo 1 es ineficaz, por lo que se recomienda a los enfermos abstenerse de intentar sustituir a la

insulina por preparaciones basadas en esta planta para su tratamiento.

54

YA O L




Algunos autores reportan haber encontrado sustancias insulinomiméticas en plantas
utilizadas empiricamente como antidiabéticas (Collier, col., 1987; Kanna y Jain, 1981). La
accion hipoglucemiante de estas sustancias es independiente de la insulina. Sin embargo,
hasta ahora no ha sido desarrollado ningin medicamento capaz de sustituir a la insulina en €l
tratamiento de enfermos de diabetes mellitus tipo 1, lo cual en parte puede deberse a la baja
potencia de las sustancias hipoglucemiantes insulinomiméticas de procedencia vegetal.

La preparacion de extractos procedentes de L. caulescens y de fracciones de éstos con
efecto hipoglucémico fortalece la idea de la existencia de al menos una sustancia
hipoglucemiante. El extracto acuoso de L. caulescens fue el tinico que conservd la actividad
hipoglucemiante. De aqui que la sustancia responsable de esta actividad sea muy polar,
aunque puede descartarse que dicha sustancia pueda encontrarse unida a otros componentes
que modifiquen sus caracteristicas de solubilidad. Al fraccionarse al extracto, la actividad
hipoglucemiante se conserva en su fraccién mas polar, lo que permite comenzar a especular
sobre la estructura quimica del compuesto responsable de esta actividad farmacolégica.

Al estudiar las plantas medicinales, la correlacién de actividad biolégica con la presencia
de estructuras quimicas constituye el problema central y de este conocimiento, depende la
comprensién de los efectos observados experimentalmente.

En la investigacién farmacoldgica de las plantas usadas empiricamente como antidiabéticas
se deben tomar en cuenta las interacciones farmacoldgicas, asi por ejemplo, ya ha sido
reportada la presencia de sustancias con efectos antagénicos en la glucemia de animales de
laboratorio, con anterioridad para otras plantas (Peters, 1957). Por otro lado, es necesario
subrayar que las probables acciones sinérgicas de los diferentes compuestos que contituyen
un extracto crudo no se deben pasar por alto en la investigacion experimental y clinica de las
plantas usadas empiricamente por la poblacion en el control de la diabetes mellitus.

En la presente investigacion se realizd el analisis por cromatografia de alta resolucion
(HPLC) con buenos resultados, obteniéndose Unicamente tres fracciones, de las cuales la
, fraccion 1 conservo la actividad hipoglucemiante detectada en el extracto acuoso. Dicha
fraccion podria corresponder a una séla sustancia como lo indica el cromatograma

correspondiente (figura 2). Para establecer en forma definitiva lo anterior, la investigacién
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debe continuarse con técnicas mas especificas que proporcionen mayor informacion y
permitan establecer la estructura quimica de la sustancia hipoglucemiante, por ejemplo, la
espectrometria de masas, espectrometria infrarroja y resonancia magnética nuclear
(Goldstein, 1989; Kalinovsky, 1988; Johnson, 1990).

Las bandas del espectro de infrarrojo de la fraccién I del extracto acuoso de las
inflorescencias de L. caulescens, se pueden relacionar a una serie de grupos funcionales. La
banda ancha en la region de los 3800 - 3200 cm’ corresponde a una vibracion de
“egtiramiento” del enlace O - H. Esto Gltimo se confirma en la region de la “huella digital” del
espectro, en la cual se hayan bandas de vibracion de enlace C - O complementario que
apoyan la presencia del alcohol.

En la region de los 3000 - 2800 cm™, se presenta la regién del carbono saturado. Més
adelante se encuentran tres bandas alrededor de los 1600 - 1400 cm’', y las bandas presentes
en la region de 1000 - 600 cm' probablemente pertenezcan a las vibraciones C - O de los
polisacéridos. La presencia de grupos carbonilo podrd ser establecida con reacciones
quimicas y estudios de resonancia magnética nuclear.

Dado que no existen otras evidencias de grupos funcionales en el espectro analizado,
puede presumirse que se trata de una sustancia del tipo de los polisacaridos. Proximamente se
realizaran estudios analiticos complementarios, para la identificacién definitiva de la
estructura responsable de la actividad hipoglucemiante.

Aunque es prematuro hablar acerca del mecanismo de accidn hipoglucemiante de
L. caulescens, cabe sefialar que referente a otras plantas antidiabéticas algunos investigadores
(Ivorra, col., 1989; Atta-ur-Rahman y col., 1989) afirman que pueden ejercer su accién
hipoglucemiante través de los siguientes mecanismos:

- actuando sobre las células beta del pancreas y estimulando la secrecion de insulina,

- inhibiendo las células alfa en cuanto a la secrecién de glucagén,

- inhibiendo la accidn de algunos otros factores u hormonas hiperglucemiantes,

- incrementando el efecto de la insulina a nivel de receptores y favoreciendo el transporte de
la glucosa a través de la membrana celular,

- modificando directamente el metabolismo de la glucosa,

- actuando como sustituto de la accién insulinica (actividad insulinomimética).
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El uso empirico de L. caulescens en el control de la diabetes mellitus y la validacién
experimental de su actividad hipoglucemiante presente en la preparacion tradicional, actividad
que se conserva en el extracto acuoso y en la fraccion mas polar de éste obtenida por HPLC,
hacen imprescindible la continuacién de la investigacién para la obtencién de sustancia
hipoglucemiante pura, la determinacion de su estructura y el desarrollo a partir de ella, con
los estudios farmaco-toxicolégicos necesarios, de un nuevo medicamento hipoglucemiante

que pueda ser usado ampliamente en el control de la diabetes mellitus tipo 2.
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5.2 CONCLUSIONES

1. La decoccién acuosa de Lepechinia caulescens, posee actividad hipoglucemiante
en animales sanos y en animales con diabetes moderada, en tanto que carece de

dicha actividad en animales con diabetes severa.

2. La accién hipoglucemiante de la decoccion acuosa de Lepechinia caulescens es

parecida a la de la tolbutamida.

3. Los componentes responsables del efecto hipoglucémico se encuentran en el

extracto acuo0so.

4. La fraccién mas polar (fraccion 1, por HPLC) del extracto acuoso conserva la

actividad hipoglucemiante.

5. La fraccién citada debe ser sometida a estudios espectroscopicos que conduzcan

a la dilucidacién estructural del agente causante del efecto hipoglucémico.
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