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RESUMEN

En la practica médica tradicional en México, Cecropia obtusifolia es habitualmente
utilizada para el manejo de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Se ha reportado el efecto
hipoglucémico de diversos extractos de la especie en animales sanos y tratados con
aloxana, determinandose que no existe accion insulinomimética. El efecto hipoglucémico
se atribuye a dos fenilpropanoides denominados acido clorogénico (AC) e isoorientina;
sin embargo, estos productos son menos activos que el extracto del que fueron aislados,
por lo que es posible que no sean los unicos responsables de la actividad o que se
requiera de mas sustancias en la fraccion activa que coadyuven o ejerzan el efecto
hipoglucémico por sinergia.

En la presente tesis se evalud el efecto de las diferentes fracciones, obtenidas por
ensayos biodirigidos, de los extractos acuoso y metandlico de C. obtusifolia en ratones.
Asimismo, se caracterizaron los constituyentes quimicos mas abundantes de las
fracciones con actividad biolégica: acidos ursdlico, oleandlico, hexadecendico,
arabindnico y bassico, ademas de, B sitosterol, su glucésido, estigmasterol, glucosa,
myoinositol, friedelina y el glucésido del acido absisico. Las pruebas toxicolégicas en
ratones establecieron que la administracion unica de 3 g/kg de peso, p.o, del extracto
metandlico no causa efectos toxicos, modificacion conductual ni cambios histologicos.

Se diseid un estudio clinico experimental con pacientes diabéticos con pobre control
metabdlico en el que durante 21 dias, ademas de glibenclamida, se utilizé un
fitomedicamento preparado a partir de C. obtusifolia y estandarizado en AC o un
tratamiento placebo preparado con Marrubium vulgare. La glucemia al final del estudio
disminuyé 15.2% y 0.6% en el grupo tratado con el fitofarmaco o placebo
respectivamente. La concentracion plasmatica de colesterol y triglicéridos disminuyo
14.6% y 42% (p <0.02, ANOVA) en los pacientes tratados con C. obtusifolia, en el caso
de M. vulgare la disminucién fue de 4.2% y 5.8%, respectivamente. No se observaron
efectos colaterales atribuibles a los tratamientos herbolarios.

Por la evidencia obtenida se concluye que la actividad hipoglucemiante de C. obtusifolia
es el resultado de la accion de diversas sustancias. Como fitofarmaco, es util como
coadyuvante en el tratamiento de pacientes con DM2, ya que produce efectos

hipoglucemiante e hipolipemiante, aun en individuos con pobre control metabdlico.



C. obtusifolia

ABSTRACT

Cecropia obtusifolia is used all over México for type 2 diabetes mellitus (DM2) control.
The hypoglycemic effect of different extracts obtained from this species has been
reported in healthy and alloxan treated animals and it is not insulin like. Such biological
activity has been attributed to flavonoid compounds, chlorogenic acid and iso-orientin.
Nevertheless, these purified materials produce a minor hypoglycemic effect than the
original aqueous extract. It is possible that more elements are required in order to
potentiate such hypoglycemic activity.

In the present study, the hypoglycemic activity of different fractions obtained as a result of
bioguided analysis of the methanolic and aqueous extracts of C. obtusifolia was
evaluated in mice. In addition, chemical constituents from the active fractions were
separated by phytochemical techniques and determined as: ursolic, oleanolic,
hexadecenoic, arabinonic and bassic acids; besides, B-sitosterol, B-sitosterol glucoside,
stigmasterol, glucose, myo-inositol, friedelin and abscisic acid glucoside. Toxicological
tests established that the single administration of 3 g/kg p.o. in mice, did not cause any
visible symptoms of toxicity, behavior modification or histologyc changes.

Effectiveness and tolerability of a standardized phytopharmaceutical obtained from C.
obtusifolia (containing 2.99 mg of chlorogenic acid/g of dried plant), was clinically
evaluated in DM patients with poor response to glibenclamide. Patients, all maintaining
conventional therapy, were treated for 21 days with C. obtusifolia phytopharmaceutical
(22 persons) or with an identical product formulated with Marrubium vulgare (21 people).
The fasting blood glucose was reduced 15.2% in patients treated with C. obtusifolia
phytopharmaceutical, while total cholesterol and triglycerides decreased by 14.6% and
42%, respectively. Marrubium vulgare decreased hyperglycemia by 0.6%,
hypercholesterolemia by 4.2% and hypertriglyceridemia by 5.8%; no collateral effects
were associated to both treatments.

For the obtained evidence, it is concluded that hypoglycemic effect of C. obtusifolia is
due to a combined action of different chemical substances. Furthermore,
phytopharmaceutical preparation is useful as adjunct therapy DM2 patients with poor

metabolic control.
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I. INTRODUCCION

Con el avance en el control de las enfermedades infecciosas en los ultimos 30 afios,
las enfermedades cronicas no transmisibles representan el problema de salud mas
relevante en nuestros dias. Entre éstas, las principales son las cardiovasculares y la
diabetes mellitus (DM), las cuales ejercen un enorme impacto en la salud nacional e
individual debido a su elevada incidencia y a la prematura morbilidad y mortalidad
que ocasionan (Zimmet et al., 2001). El crecimiento mundial de la DM es de tipo
epidémico y si bien afecta principalmente a individuos entre 40 y 60 anos, existe un
alarmante aumento de morbilidad en nifios y adolescentes (Kaufman, 2002).

La medicina experimental ha iniciado una revaloraciéon de las especies vegetales
empleadas tradicionalmente por diversas poblaciones para el tratamiento de
multiples padecimientos. En México, de las mas de 250 especies utilizadas para el
tratamiento de la diabetes (Hernandez-Galicia et al., 2002), Cecropia obtusifolia es
una de las utilizadas con mayor frecuencia (Lozoya, et al., 1987; Hersch-Martinez,
1997). Por ello, la presente investigacion tiene por objetivo el estudio farmacolégico,

fitoquimico y clinico de esta especie medicinal.

1.1 BREVE HISTORIA

Los primeros registros clinicos conocidos de la DM se encuentran en el papiro de
Ebers y datan del afio 1550 a.C. en Egipto. El término diabetes (pasar a través de un
sifon) fue acufado por el médico turco Arataeus de Cappadocia (81-133 d.C.) y esta
relacionado con la poliuria, él mismo definié a la diabetes como la enfermedad de las

cuatro p’s, poliuria, polifagia, polidipsia y poliastenia. Ya en la era moderna en el afio
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de 1675, el inglés Thomas Willis comenté que la orina de pacientes diabéticos era
“maravillosamente dulce, como embebida con miel o azucar’; el escocés William
Cullen en 1750 agrego por ello mellitus (miel), aunque el dulzor de la orina fue
reconocida en la India desde el siglo IV a.C., donde se describe a la enfermedad
como “madhummeda”, o enfermedad de la orina de miel. Es hasta 1776 que Dobson
(Inglaterra) demuestra la presencia de altas concentraciones de glucosa en sangre y
orina de pacientes diabéticos, (Pyke, 1997; Ahmed, 2002; Hiriart, 2002; Patlak,
2002).

Claude Bernard (Francia) postula en 1857 que la diabetes resulta del exceso de
produccion de glucosa y que se relaciona con un aumento en la glucogénesis
hepatica. En 1869, un estudiante de medicina de apellido Langerhans (Alemania)
describid la histologia del pancreas y los islotes que llevan su nombre. La funcién
endocrina del pancreas fue esclarecida hasta 1889 por von Mehring y Minkowski
(Austria), en experimentos planeados para el estudio de la digestién. Este crucial
hallazgo sirvié posteriormente como base para el aislamiento y purificaciéon de la
insulina, realizada por los canadienses Banting, su alumno Best y el quimico Collip
en 1921. En 1922 Banting y Best aceptaron la oferta de Eli-Lilly para iniciar la
produccion comercial de insulina para uso humano, cediendo los derechos a la
Universidad de Toronto por un ddlar (Pyke, 1997; Ahmed, 2002; Hiriart, 2002; Patlak,
2002).

Hacia 1958 se comercializaron los primeros agentes hipoglucemiantes no insulinicos,
tolbutamida y carbutamida, aunque la segunda fue retirada debido a su
neurotoxicidad. Desde 1922 Werner y Bell, dos quimicos irlandeses, sintetizaron la

dimetilbiguanida; si bien ésta y otros compuestos similares fueron rechazados
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sistematicamente por toxicos, en 1959 Sterne (Francia) y Azerad estudiaron la
metformina, que fue rapidamente comercializada en algunos paises europeos y en
1995 en Norteamérica. Actualmente, se sabe que la resistencia a la insulina es
quizas tan importante como su déficit relativo y por ello desde finales de los noventas
se han comercializado tiazolidinedionas o glitazonas (drogas activadoras del PPAR
Y), como la troglitazona (marzo de 1997), rosiglitazona (mayo de 1999) y pioglitazona
(julio de 1999), (Pyke, 1997; Ahmed, 2002; Hiriart, 2002; Patlak, 2002).

Para resaltar la importancia de la insulina, baste decir que fue una de las primeras
proteinas cristalizadas (1926, Abel), la primera en secuenciarse (1945, Sanger), de
las primeras que se conocio su conformacion en el espacio (1955, Ryle) y la primera
en sintetizarse por tecnologia de ADN recombinante en el afio de 1979 (Pyke, 1997;

Ahmed, 2002; Hiriart, 2002; Patlak, 2002).

1.2 DEFINICION DE DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus (DM) incluye un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizadas por hiperglucemia cronica generada por fallas en la secrecién de
insulina, en su accion, o ambas (The Expert Committee on Diagnosis and
Classification of Diabetes Mellitus, 2003).

La hiperglucemia cronica condiciona el desarrollo de complicaciones micro y
macrovasculares de caracter esencialmente irreversible (Donnelly et al., 2000). Estas
complicaciones incluyen aterosclerosis, retinopatia, nefropatia, neuropatia periférica
con riesgo de ulceras y amputacion de miembros inferiores, neuropatia del sistema
nervioso autbnomo con sintomas gastrointestinales, genitourinarios y

cardiovasculares, asi como disfuncion sexual (The Expert Committee on Diagnosis
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and Classification of Diabetes Mellitus, 2003). Dependiendo de su etiologia la DM se

ha clasificado en 4 principales grupos, como se menciona en la Tabla No. 1.

1.2.1 DIABETES MELLITUS TIPO 1 (DM1)

Se caracteriza por la carencia de insulina debida a la destruccién autoinmune de las
células 3 del pancreas, los genes involucrados se encuentran asociados con uno o
ambos de los alelos de histocompatibilidad DR3 y DR4. Entre los marcadores
celulares de autoinmunidad se han documentado anticuerpos contra: islotes (ICAs),
insulina (IAAs), descarboxilasa del acido glutamico (GADes), y las tirosil fosfatasas
(IA-2 y 1A-2b). Uno o mas de estos anticuerpos estan presentes en el 85-90% de los
pacientes cuando la hiperglucemia es diagnosticada. Este tipo de diabetes
representa menos del 8% de los casos en el mundo, siendo Europa del Norte la
region con la mayor morbilidad, hecho que podria deberse a una elevada
predisposicidn genética o a un agente infeccioso (Guven y Kuenzi, 1998; Saladin,

1998; Kay et al., 2000).

1.2.2 DIABETES MELLITUS TIPO 2 (DM2)

Se caracteriza por una alteraciéon en el metabolismo de carbohidratos, proteinas y
lipidos, que incluye tanto secrecidén deficiente como resistencia a la insulina. Se
encuentra relacionada estrechamente con el sindrome dismetabdlico, el estilo de
vida sedentario y el bajo peso al nacer (menor a 2.5 kg) (Reaven, 1988; Zimmet,
1999; Godfrey y Barker, 2000; Vickers et al., 2001), que son ademas los principales
factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. De modo

opuesto a la morbilidad de la DM 1, la DM 2 es mas prevalente en los grupos étnicos



Introduccién

Tabla No.1 Clasificacion etiolégica de la DM (Guven y Kuenzi, 1998; The Expert Committee on

Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus, 2003 )

TIPO Y SUBTIPO

ETIOLOGIA

. DM Tipo 1 (DM1)

Destruccion de células R pancreaticas y ausencia de insulina.
1. Mediada por inmunidad
2. ldiopatica

Destruccion autoinmune de células B pancreaticas
Desconocida

Il. DM Tipo 2 (DM2)
Caracterizada por resistencia a la insulina, ya sea por la deficiencia
relativa o absoluta de ésta.

Desconocida

lll. Otros tipos especificos de diabetes
A. Defectos genéticos de la funcién de células B3,
1. Cromosoma 12, HNF-1a, (MODY3)

2. Cromosoma 7, glucocinasa (MODY2)
3. Cromosoma 20, HNF-4o (MODY1)

B. Defectos genéticos en la accién de la insulina
1 Resistencia a la insulina Tipo A
2 Leprechaunismo
3  Sindrome de Rabson-Mendenhall
4  Diabetes lipoatréfica
C. Enfermedades exdcrinas del pancreas
1. Pancreatitis
2. Trauma o pancreatectomia
3. Neoplasia
4.  Fibrosis cistica
D. Endocrinopatias
1. Acromegalia
2.  Sindrome de Cushing
3.  Glucagonoma
4.  Hipertiroidismo
5. Somatostinoma
E. Inducida por quimicos o iatrogénica
Vacor
Pentamida
Acido nicotinico
Glucocorticoides
Hormona tiroidea
Diazéxido
Agonista 3 adrenérgicos
Bloqueadores 3 adrenérgicos
8.  Diuréticos tiazidicos
9. Fenitoina
10. o-interferén
F. Infecciones
1. Rubeola congénita
2.  Citomegalovirus, adenovirus y paramixovirus
G. Formas no comunes de inmunomediadores de diabetes
1. Sindrome de “Stiff-man”
2. Anticuerpos antireceptor de insulina
H. Otros sindromes asociados con diabetes
1. Sindrome de Down
2. Sindrome de Klinefelter
3. Sindrome de Turner

Nooohwh=

Regula la expresiéon de HNF-4a; en las células B reduce la
produccién de insulina .

Defecto en la sefalizacion de insulina debido a fallas en la
produccién de glucocinasa.

Factor de transcripcién; en células B disminuye la secrecion de
insulina promovida por glucosa.

Mutacion en el receptor de insulina

Sindromes pediatricos con mutacion en el
receptor de insulina

Defectos en la transduccion de sefial postreceptor

Pérdida o
destruccion de células B

Efectos diabetogénicos
por exceso de produccion hormonal

Destruccion téxica de células 3

Destruccion téxica de células 3

Disminucién en la accién de la insulina

Incremento en la sintesis de glucosa; incremento en la RI
Disminucion en la accion de la insulina

Disminucién en la secrecion de insulina

Incremento en la produccién de glucosa hepatica
Disminuyen sensibilidad y secrecion de insulina
Produccion disminuida de insulina debido a pérdida de K*
Inhibe la secrecion de insulina

Produce anticuerpos contra islotes

Dafio en células B seguida por una reaccién autoinmune.
Enfermedad autoinmune del SNC con destruccién de células
Destruccion del receptor de insulina

Disminuciéon de tolerancia a
anormalidades cromosémicas

la glucosa asociada con

IV. Diabetes Mellitus Gestacional (DMG)
Cualquier grado de intolerancia a la glucosa con aparicion durante el
embarazo.

Combinacién de resistencia a la insulina y disminucién en la
secrecion de insulina

de origen racial distinto a los europeos; es asi que las poblaciones originarias de

Asia, Oceania, Africa y América presentan mayor propensién para su desarrollo,
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llegando incluso al 50% de incidencia en la Republica de Nauru y en poblaciones de

nativos Pimas Norteamericanos (Diamond, 2003).

1.2.3 DM ASOCIADA A OTROS PADECIMIENTOS O SINDROMES
Engloba la diabetes originada por causas diversas en las que el pancreas se ve
dafado o comprometido e incluye diversos sindromes de origen genético

(monogénico u oligogénico) e inmunoldgico (Tabla No. 1).

1.2.4 DIABETES MELLITUS GESTACIONAL (DMG)

Se denomina de esta forma a cualquier grado de intolerancia a la glucosa que se
desarrolle o aparezca durante el embarazo, independientemente del tratamiento
aplicado a la paciente o del curso posterior. Es uno de los principales factores de
riesgo para el desarrollo de DM2, pues se estima que el 50% de las mujeres con
DMG desarrolla el sindrome durante los siguientes 20 afios (Hernandez y Olaiz,

2002).

1.3 CRITERIOS PARA EL DIAGNOSTICO DE DM

Existen signos caracteristicos para la identificacion del padecimiento, sin embargo,
se ha establecido a la determinacién de glucemia en ayuno, por su facilidad, como la
prueba diagnostica por excelencia. A continuacion se enumeran los parametros
aprobados hasta el momento en México segun la NOM-015-SSA2-1994 (Terrés-

Speziale, 2002).
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a) Poliuria, polidipsia, polifagia, pérdida de peso inexplicable, visidon
borrosa y concentracion plasmatica de glucosa > 200 mg/dl, en ayuno o
sin él.

b) Glucosa plasmatica en ayuno > 126 mg/dl.

c) En mujeres gestantes, cualquiera de las anteriores o glucemia > 200
mg/dl a las 2 horas de una prueba de tolerancia a la glucosa. La prueba
debera llevarse a cabo en el tercer trimestre de embarazo, con una

carga de glucosa de 75 g.

1.4 PATOGENESIS DE LA DM2

La DM2 es una enfermedad con tres caracteristicas principales: la resistencia
periférica a la insulina, el incremento en la produccion hepatica de glucosa y la falla
de las células 3 pancreaticas. La resistencia a la insulina precede y predice el
desarrollo del sindrome, que se hace evidente al presentarse la falla en la secrecion

de insulina (Patti et al., 2003).

1.4.1 RESISTENCIA A LA INSULINA (RI)

Se define como la disminucién en la capacidad de respuesta de los tejidos blanco
(adiposo, muscular esquelético y cardiaco, y parénquima hepatico) a
concentraciones fisiolégicas de insulina. Si bien no se han definido con certeza sus
causas, recientemente se ha revelado al tejido adiposo como un operador muy
importante. El adipocito ademas de secretar acidos grasos y glicerol, produce

moléculas con actividad hormonal denominadas adipocitocinas (factor de necrosis
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tumoral, leptina, adiponectina, resistina, etc.), las cuales se han asociado con el
desarrollo de la RI.

Las causas moleculares de la Rl no se han identificado con certeza, sin embargo, de
acuerdo a un estudio realizado por los grupos de Kahn y Mandarino con pacientes
mexicoamericanos, tanto individuos de alto riesgo como pacientes diabéticos
muestran una disminucién en la expresion de PGC1 o y B, genes reguladores del
metabolismo oxidativo y de la funcién mitocondrial. Los autores proponen que esta
diferencia podria ser la responsable de las fallas metabdlicas caracteristicas de la RI
y DM2 (Patti et al., 2003).

Otras condiciones que han sido identificadas, son los cambios en la expresion de la
deshidrogenasa de 11-hidroxiesteroides, aumento del flujo metabdlico en la via de
las hexosaminas y los gangliésidos y desarrollo de procesos inflamatorios en tejido
adiposo (Saltiel y Khan, 2001). En pacientes con Rl se han documentado defectos en
la transduccion de la sefal de la insulina, en su expresion geneética y en la
translocacion del transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4).

En individuos de alto riesgo los defectos en la sintesis de glucégeno en musculo
esquelético, asi como el aumento en el almacenamiento de triglicéridos son
detectados como eventos que preceden y predicen el desarrollo de la Rl (Patti et al.,
2003).

La generacion por desactivacion génica (knockout) de animales carentes de
proteinas especificas de la via de sefalizacién de la insulina, ha dado idea de la
complejidad de los mecanismos involucrados ya que la inactivacion tejido-especifico

de genes no ha logrado explicar en su totalidad el fendmeno. En la Tabla No. 2 se
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resume el papel de algunas mutaciones generadas y su efecto en los érganos blanco

de la insulina y en la aparicion de la DM.

Tabla No. 2 Desactivacion génica en ratones y su efecto sobre la Rl y aparicion de DM en ratones
(Kadowaki, 2000)

Respuesta a la insulina

Proteina Teiid s ién de insuli Fenofi
eliminada Msculo Hl'gado (.ajl [o] ecrecion de insulina enotipo
adiposo
Receptor de insulina | Dafiada Dafiada Dafiada Hiperinsulinemia Diabetes severa
Receptor (,je insulina Dafiada Normal Normal Insulinemia normal Sindrome dismetabdlico
en musculo

Receptor de insulina Disminucién de respuesta a la glucosa.

Normal Normal Normal Diabetes ligera

de células B Masa normal de células B
Receptor fje insulina Normal Dafiada Normal Hiperinsulinemia Diabetes ligera
de higado
IRS-1 Disminuida | Normal Disminuida Hiperinsulinemia/hiperplasia de células B | Sindrome dismetabdlico
IRS-2 Normal | Disminuida Normal Hlperlnsullnemla/ma§a de células R Diabetes, de ligera a
disminuida severa
IRS-3 Normal Normal Normal Insulinemia normal Aparentemente Normal

La sensibilidad a la insulina esta determinada, aparentemente, por factores genéticos
y epigenéticos. Los individuos con defectos genéticos en el receptor de insulina son
escasos, pero representan las mas severas formas de Rl y estan ejemplificados por
el Leprechaunismo y el Sindrome de Rabson-Mendenhall (Tabla No. 1). De manera
opuesta, la eliminacién de los genes de las fosfatasas involucradas en la inactivacion
del receptor de insulina como PTP1B, LAR y SHIP2, aumentan la sensibilidad a la

insulina (Elchebly et al., 1999; Klaman et al., 2000; Clement et al., 2001).

1.4.2 INCREMENTO EN LA PRODUCCION HEPATICA DE GLUCOSA
Con la participacion de la insulina, el higado regula la glucemia del organismo,
controlando la captacion, produccion y liberacion de glucosa al torrente sanguineo,

misma que es funcion del balance entre la glucogénesis, glucogendlisis y
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gluconeogénesis. Entre las acciones de la insulina se encuentran la activacion de la
glucégeno sintasa, a través de la inhibicion por desfosforilacion de cinasas
especificas, la activacion de la proteina fosfatasa PP1 (Saltiel y Kahn, 2001) y la
modulacién de la proteina localizadora de glucégeno (PTG) (Crosson et al., 2003).
Estas acciones provocan la inhibicion de la glucégeno fosforilasa, responsable de la
degradacion de glucoégeno. Asimismo, la insulina inhibe la produccion de glucosa a
partir de aminoacidos por mecanismos directos e indirectos. En la DM2 la accién de
la insulina esta alterada, de manera que el higado contribuye activamente a la

aparicion de la hiperglucemia observada (Saltiel y Kahn, 2001).

1.4.3 FALLA DE LAS CELULAS R

La DM2 se hace evidente cuando las células 3 pancreaticas no pueden compensar la
demanda de insulina ocasionada por la RIl. Se ha propuesto que la concentracion
elevada de glucosa y acidos grasos libres inducen la acumulacién de triglicéridos en
las células R. Esta alteracion en la homeostasis metabdlica eleva la tasa de
apoptosis y disminuye el contenido y secrecion de insulina. Estos mecanismos se
han denominado gluco y lipotoxicidad. En la glucotoxicidad se han demostrado
cambios en los patrones de expresidn genética, asi como incremento en la
generacion de especies reactivas de oxigeno y productos de glucosilasién avanzada
(Poitout y Robertson, 2002).

En la lipotoxicidad, ademas de los niveles elevados de acidos grasos libres, se han
demostrado alteraciones en la via de las ceramidas asi como en las lipoproteinas

plasmaticas, especialmente LDL. Estas condiciones ocasionan disminucién en la
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sintesis y secrecién de insulina e inducen directamente apoptosis en las células 3
(Poitout y Robertson, 2002).

La hipotesis mas reciente postula que el incremento en la produccion mitocondrial de
radicales superdxido aumenta los niveles de la forma activada de la proteina

desacoplante 2 (UCP2) e inhibe la secrecion de insulina (Krauss et al., 2003).

1.5 FACTORES DE RIESGO

Existen diferentes condiciones que incrementan el riesgo para el desarrollo de DM2,
estas se pueden dividir en hereditarias y ambientales. Algunos estudios muestran la
alta concordancia intrafamiliar, siendo del 15% entre parientes de segundo grado,
35% en los de primer grado y practicamente del 100% en gemelos monocigoticos
(Cruz et al.,, 2002). Ademas, se han identificado y estudiado grupos étnicos con
elevada propensiéon al desarrollo de DM2, como los nativos americanos,
australianos, asiaticos, africanos e islefios de la Cuenca del Pacifico.

Entre los factores ambientales y de estilo de vida determinantes, se encuentran la
desnutricion in utero y el bajo peso al nacer (menor a 2.5 Kg), sobrepeso (IMC mayor
a 25) y obesidad central (IMC mayor a 30 con depdsitos grasos predominantemente
abdominales), sindrome dismetabdlico (hipertension, dislipidemia, sobrepeso u
obesidad), sedentarismo, y dieta rica en grasas saturadas y baja en frutas y verduras
(Hernandez y Olaiz, 2002).

Se ha demostrado que la exposicion a un estilo de vida urbano en individuos con alta
predisposicion genética incrementa la probabilidad para el desarrollo de DM2, como
lo demuestra la observacién de poblaciones emigrantes en Japén y los EUA

(Diamond, 2003).
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En contraste, se ha demostrado en estudios a largo plazo que los individuos con alto
riesgo a desarrollar DM2 pueden disminuir o retrasar su aparicion de manera
contundente al modificar la dieta e incrementar el ejercicio (Diabetes Prevention

Program Research Group, 2002).

1.6 SECRECION DE LA INSULINA

Al elevarse la concentracién de glucosa en plasma, ésta es introducida a las células
3 del pancreas por el transportador GLUT2 y oxidada via glucdlisis y ciclo de Krebs.
El consecuente incremento en la relacion ATP/ADP cierra los canales de K'
sensibles a ATP y activa corrientes catidonicas no selectivas que aumentan la
despolarizacion de la membrana. Posteriormente, se activan los canales de Ca™
sensibles a voltaje, lo cual incrementa la concentracion de Ca’" intracelular y
estimula finalmente el trafico y la fusién de vesiculas a la membrana plasmatica,
produciendo exocitosis pulsatil de insulina (Huopio, 2002).

En el ser humano, después de la ingesta de glucosa, ocurre una primera fase de
secrecion con un pico maximo de 1 a 5 minutos, en donde se libera la insulina
almacenada, seguida por una segunda fase de produccion vy liberaciéon de proteina,
que inicia a los 2 minutos y va incrementandose lentamente hasta los 60 minutos o
cuando cesa el estimulo. La insulina libre tiene una vida media de 5 minutos, la unida
a proteinas transportadoras se elimina entre 10 y 15 minutos principalmente en

higado, rifidn y musculo. (Guven y Kuenzi, 1998; White et al. 2003).
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1.6.1 EFECTOS BIOLOGICOS DE LA INSULINA

La insulina es la hormona anabdlica mas activa, incrementa el transporte de glucosa
en adipocitos, musculo e higado, regula el metabolismo de lipidos y proteinas y
participa de manera importante en eventos de diferenciacion y crecimiento celular
(Pessin y Saltiel, 2000), para ejercer estas acciones se requiere su union con
receptores de membrana.

El receptor de la insulina es una glicoproteina conformado por 4 subunidades unidas
por enlaces disulfuro, dos subunidades o situadas en la parte externa de la
membrana que contienen el dominio de union a la hormona y 2 subunidades R
transmembranales con actividad tirosil cinasa (Guven y Kuenzi, 1998). La union de
la insulina a las subunidades o desencadena la actividad de tirosil cinasa de las
subunidades 3, produciendo autofosforilacion en residuos especificos de tirosina,
que a su vez promueven el inicio de la cascada de fosforilacion de proteinas
accesorias y de los sustratos IRS1-4 (Saltiel, 2001). La sefalizacion prosigue por dos
vias principales, la relacionada con los inositol trifosfatos y la que involucra a las
proteinas ras, raf, MEK y MAPK. De estas vias se derivan la regulacion de la sintesis
proteinica, el incremento del transporte de glucosa (por el aumento del trafico de
GLUT4), la regulacion de la sintesis de glucogeno y la sobrevivencia celular
promovidas por la insulina (White, 2002).

El avance en el entendimiento de los eventos intracelulares relacionados con la
accién de la insulina hara posible la comprensién de la patofisiologia de la DM2 y de

la RI.
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1.7 EPIDEMIOLOGIA

En el afno 2000, se calculd que la poblacion diabética diagnosticada en el mundo
ascendia a 171 millones de personas (Wild et al., 2004). De continuar la tendencia
actual, para el ano 2030 la cifra superara los 366 millones (Wild et al., 2004) y los
paises en vias de desarrollo contribuiran con el 60% de los casos (Zimmet et al.,
2001).

De acuerdo con la OMS, en América Latina y el Caribe en el aino 2000, los costos
directos estimados para el tratamiento de la DM2 (farmacos y atencion médica),
correspondieron a US$ 10,721 millones. Si se suman ademas los US$ 54,496
millones calculados por costos indirectos (pérdida de salarios por mortalidad y
discapacidad), el costo total seria de US$ 65,216 millones (Barcel6 et al., 2003).

En México, debido al aumento en la exposicion a factores de riesgo, la morbilidad por
diabetes aumentd mas de 30 veces en los ultimos 50 afos, hasta ocupar en el 2001
el primer lugar de la mortalidad en adultos (Aguilar-Salinas et al., 2003). De acuerdo
con la Encuesta Nacional de Salud (Velazquez et al., 2002), 10.9% de la poblacion
mexicana entre 20 y 69 anos padece diabetes y cerca de 23% de los afectados
desconoce que la tiene. Esto significa que en nuestro pais existen aproximadamente
cinco millones de personas diabéticas, de las cuales mas de un millén no han sido
diagnosticadas (Velasquez et al., 2002). El IMSS calcula que el costo asociado
unicamente por el tratamiento y la incapacidad generada por este padecimiento,
supera los US $400 millones al afio. Sumando a éstos los costos del resto de la
poblacién, se puede afirmar que las cifras anuales son superiores a los US $1,000
millones, lo cual evidentemente se traduce en un impacto econdémico y social

relevante (Alpizar, 1999; Hernandez y Olaiz, 2002).
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Los adultos con DM2 tienen una mortalidad anual del 5.4%, cifra que representa el
doble de la de personas no diabéticas, reduciéndose ademas la expectativa de vida
de 5 a 10 afios (Donnelly et al.,, 2000). Asimismo, las complicaciones micro y
macrovasculares llevan a algun grado de incapacidad y consecuentemente
deterioran la calidad de vida. El 14% de los pacientes diabéticos desarrolla
insuficiencia renal cronica, 10% neuropatia motriz, sensitiva y autonémica, 10% pie
diabético (un tercio de los cuales terminara en amputacién) y de 2 a 5% ceguera. En
los pacientes diabéticos las alteraciones del metabolismo de lipidos generan en
algun momento, hipertension, aterosclerosis y dislipidemia, lo cual eleva la incidencia

de cardio y vasculopatias (Hernandez y Olaiz, 2002).

1.8 TRATAMIENTO

1.8.1 TRATAMIENTO NO FARMACOLOGICO

Esta intervencion se refiere a cambios en el estilo de vida que comprenden dos
grandes empresas. La primera es la adecuacion de la dieta: baja en carbohidratos y
grasas saturadas, normal en proteinas, ademas de la incorporacion de productos
naturales ricos en fibra (soluble e insoluble), antioxidantes y atrapadores de radicales
libres. La segunda es el ejercicio fisico equilibrado, que promueve cambios desde la
expresion génica hasta la fisiologia del organismo completo. Se ha descrito que la
actividad fisica moderada (definida como aquella que eleva entre el 50 y 70% la
frecuencia cardiaca maxima), incrementa la expresion de los transportadores de
glucosa y la expresion de la lipasa lipoprotéica, enzima que cataliza la degradacién

de triglicéridos (Withers et al., 1998).
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La actividad fisica se asocia con una mejora en la tolerancia a la glucosa in vivo
(Khan, 1996) y con incremento en la microvascularizacién muscular. Existe creciente
evidencia de que una rutina de ejercicio vigoroso (entre el 70% y el 80% de la
frecuencia cardiaca maxima), debe ser adoptada por individuos con intolerancia a la
glucosa y por pacientes con DM2, en ausencia de complicaciones. Esta medida
revierte y estabiliza el deterioro metabdlico (Wright y Swan, 2001).

El hecho mas relevante con respecto a un programa de control de peso, adecuacion
de la dieta y ejercicio, es la total demostracién de que previenen y retrasan el
desarrollo de la DM2 en un alto porcentaje de individuos de alto riesgo (Tuomilehto et

al., 2001; Diabetes Prevention Program Research Group, 2002).

1.8.2 TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

Desde el primer registro historico de la DM2, hace 3500 afios, se han ensayado para
su control diferentes esquemas terapéuticos. Sin embargo, sélo en los ultimos 50
afios se han descubierto las bases moleculares de los farmacos empleados por la
medicina occidental de nuestros dias.

Los medicamentos antidiabéticos se pueden agrupar de acuerdo a su estructura
quimica, como se resume en la Tabla No. 3.

a) Sulfonilureas. En las células 3, se unen a la subunidad SUR1 del canal
de K" sensible a ATP (encargada de la activacion y la regulacion del
canal). La union de estos ligandos al receptor origina el cierre del canal,
la despolarizacion de la célula, y en una reaccién acoplada al flujo de

Ca™ la secrecion de insulina (Aguilar-Bryan, 1998). El uso de estos
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farmacos conlleva el riesgo de episodios hipoglucémicos, sobre todo las

de vida media mayor como clorpropamida y glibenclamida. No ejercen

efecto sobre la RI, por el contrario, producen hiperinsulinemia y

ganancia de peso (Campbell, 2000). El 75% de personas tratadas con

estos compuestos no controlan su hiperglucemia (Weissman, 2002).

Ademas, de acuerdo con Saltiel (2001), su uso ha sido asociado con la

falla prematura de células 3.

Tabla No. 3 Tratamientos farmacologicos disponibles para el tratamiento de la DM2

FARMACO

ACCION PRINCIPAL

EJEMPLOS

Sulfonilureas

Actuan directamente en las células B pancreaticas, promoviendo

la secrecion de insulina.

Tolbutamida, Glibenclamida. Glimepirida,

Glipizida, Gliburida.

Analogos de Meglitinida

Poseen el mismo efecto que las sulfonilureas. Su efecto es mas

rapido y su vida media menor.

Repaglinida, Nateglinida

Biguanidas

Disminuyen la gluconeogénesis hepatica. Favorecen la

utilizacion de glucosa, principalmente en musculo.

Metformina

Inhibidores de

o glucosidasas

Agonistas competitivos de glucosidasas intestinales.

Miglitol, Acarbosa, Voglibosa

Tiazolidinedionas

Aumentan la eficiencia de la respuesta a la insulina.

Rosiglitazona, Pioglitazona

Insulina y analogos

Aumenta la utilizacion periférica de glucosa.

No modificada, NPH, Lenta, Ultralenta

(Humana, Porcina, Bovina)

b) Analogos de Meglitinida. Se trata, como las sulfonilureas, de

farmacos secretagogos; su mayor valor terapéutico es la corta duracion

de su efecto, lo cual disminuye el riesgo de hipoglucemia (Chehade y

Mooradian, 2000; Scheen, 2003).

c) Biguanidas. Estos farmacos inhiben

la

glucogendlisis y

gluconeogénesis hepatica e incrementan la sensibilidad periférica a la
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accion de la insulina. Protegen a las células 3 de la apoptosis y
previenen el desarrollo de la DM2 en un 31% de individuos altamente
susceptibles. Por su efecto anorexigénico son recomendables en
pacientes diabéticos obesos, reduciendo las complicaciones
cardiovasculares. Entre los efectos adversos se encuentran la acidosis
lactica, nauseas, molestias abdominales como diarrea y disminucion en
la absorcién de vitamina B4z (Chehade y Mooradian, 2000; Diabetes
Prevention Progam Research Group, 2002; Scheen, 2003).

Inhibidores de a glucosidasas (IAG). Estas moléculas son inhibidores
competitivos y reversibles de las enzimas responsables de la digestion
de los carbohidratos de alto peso molecular, por lo tanto, suprimen o
retardan su hidrdlisis y absorcion en el intestino. Es importante resaltar
que la importancia de estas moléculas va mas alla de la simple
inhibicion de las enzimas intestinales; por ejemplo, la acarbosa atenua
la elevacion postprandial del polipéptido insulinotrépico dependiente de
glucosa (GIP), del enteroglucagon y del péptido YY (PYY) por otro lado,
aumenta el péptido similar al glucagon (GLP-1). Estas acciones
retrasan el vaciado gastrico y la secrecion de acido clorhidrico,
aumentando la sensacion de saciedad (Eng et al., 2001). El principal
beneficio de la terapia con estos compuestos es disminuir la
hiperglucemia postprandial, importante factor para la progresion de las

complicaciones asociadas (Chehade y Mooradian, 2000).

20



Introduccién

e) Tiazolidinedionas. Lanzadas al mercado en la década de los 90, este

f)

grupo constituye la mas reciente anexion a la terapia de la DMZ2, unicas
que combaten de manera directa la Rl. Su mayor efecto terapéutico es
aumentar la sensibilidad a la insulina en musculo, higado y tejido
adiposo. Actuan sobre el receptor activado por el proliferador de
peroxisomas tipo y (PPAR v). La estimulacion de los PPAR y incrementa
la expresion de GLUT4, lipasa lipoprotéica, acilcoenzima A sintasa y las
enzimas malicas. En el adipocito, disminuyen la produccion de acidos
grasos libres, leptina y TNF a, moléculas que promueven la resistencia
a la insulina (Martens et al., 2002).

Los efectos celulares de esta familia comprenden la estimulacion de la
maduracién de los adipocitos y la redistribucion del tejido adiposo,
favoreciendo los depdsitos subcutaneos y disminuyendo la grasa
visceral, hepatica y muscular (Scheen, 2003); reducen también diversos
factores de riesgo cardiovascular. Entre los efectos adversos se
encuentran incremento de peso, retencion de liquidos y edema
(Diamant y Heine, 2003).

Insulina. Pacientes en etapas avanzadas de la enfermedad

generalmente progresan a una deficiencia de insulina endégena, siendo

absolutamente necesaria su administracion. La terapia con insulina esta

indicada ademas en aquellas personas en las que otros tratamientos

farmacoldgicos han fallado o representan un riesgo para la salud, debido a

trastornos renales o hepaticos. Recientemente se ha postulado que la
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prescripcion de insulina en etapas tempranas podria retrasar la progresion
de la disfuncion de las células B (White et al., 2003). La insulina disponible
actualmente es de origen animal altamente purificada o humana obtenida
por tecnologia de ADN recombinante (Chehade y Mooradian, 2000;
Scheen, 2003).
El tratamiento del paciente diabético debe ser ajustado de acuerdo a criterios
diversos con base en las caracteristicas particulares de cada caso. En la Fig. No. 1
se esbozan, tomando como referencia la glucemia, diferentes alternativas de

tratamiento, segun la condicion inicial y su respuesta a la intervencion terapéutica.

I Tratamiento de DM2 I

Dieta y ejercicio

Glucosa sanguinea en ayuno

(mg/dl)
|
[ | | ]
| >300 || 200300 || 140200 | | <140 |
|
I I I . .
Insulina Metformina, IAG, PP>180 PP<180
SFU o Insulina Metformina o SFU
Dieta, ejercicio Dieta
+1AG y ejercicio

Figura No. 1 Algoritmo de decision terapéutica, basado en la glucemia en ayuno. IAG= Inhibidor o

glucosidasas, PP= postprandio (1 hora), SFU= Sulfonilureas (Chehade y Mooradian, 2000).

De forma paralela a la terapia farmacolégica, que no ha logrado resolver ni detener la
evolucion del sindrome, en todo el mundo se recurre a terapias alternativas, entre las

que destaca particularmente el uso de especies vegetales como coadyuvantes o
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unica opcion para el tratamiento de la DM2. En México se estima que un 63% de los
pacientes diabéticos emplean terapias alternativas ademas del tratamiento
convencional, aunque sin el seguimiento de un profesional de la salud (Argaez-Lopez

et al., 2003).

1.9 ESPECIES VEGETALES UTILIZADAS PARA EL TRATAMIENTO DE DM2 Y

SUS COMPLICACIONES

Todas las medicinas, incluyendo las indigenas y la cientifica, son un conjunto
ordenado de ideas, conocimientos y practicas con las que cada pueblo entiende la
salud, la enfermedad, el dolor y la muerte; elementos con los que actuan con el fin de
prevenir la enfermedad, aliviar el dolor, restituir la salud y prolongar la vida.

La farmacéutica moderna reconoce a las plantas como fuente importante de
moléculas bioactivas para el desarrollo de medicamentos. Un ejemplo del éxito de
este enfoque es el hecho que de los 20 farmacos no proteinicos mas
comercializados, 9 fueron desarrollados a partir de esta fuente; entre éstos se
encuentran estatinas, fluoroquinolonas, claritromicina, ciclosporina, acido clavulanico
y enalapril, por nombrar algunos. La diversidad de metabolitos secundarios
encontrados en las plantas es muy elevada y superior a la ofrecida por cualquier otra
fuente, incluyendo la quimica combinatoria (Harvey, 2000).

El vasto conocimiento de la medicina tradicional de diversos paises, entre los que
destacan por su antigledad y riqueza cultural China, la India y México, se ha
recopilado por la etnomedicina y ha servido como una de las estrategias mas

efectivas para el desarrollo de medicamentos con actividad terapéutica novedosa.
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De acuerdo con Farnsworth (1993), 60% de la poblacion mundial depende casi
exclusivamente de remedios herbolarios para cubrir sus necesidades de
medicamentos.

La informacion etnobotanica a lo largo del mundo acerca de los remedios utilizados
para el manejo de la DM2 incluye mas de 1200 especies vegetales. En México,
segun un reporte del herbario IMSSM, existen 179 registros de especies
pertenecientes a 68 familias, de las cuales Asteraceae, Cactaceae y Fabaceae son
las mas importantes (Aguilar y Xolalpa, 2002). De acuerdo a otro reporte en el que
recopila la informacién del herbario IMSSM, ademas de los datos de una encuesta
nacional (IMSS-COPLAMAR 1983-1985), informacion contenida en revistas
indizadas vy tesis diversas; en nuestro pais existen 269 diferentes especies utilizadas
empiricamente para el manejo de la DM (Hernandez-Galicia et al., 2002).

Una gran cantidad de las especies con atribuida actividad hipoglucemiante en el
mundo han sido evaluadas experimentalmente, sin embargo, se han identificado
agentes hipoglucemiantes potenciales en tan s6lo 100 de éstas (Ling-Hua y Pei-Gen,
1993). Los compuestos quimicos identificados corresponden principalmente a
glicanos, proteinas y mucilagos; y en menor proporcion a flavonoides, esteroides,
triterpenos y alcaloides (Pérez et. al., 1998). Por otro lado, sélo un limitado conjunto
ha sido abordado desde el punto de vista fitoquimico, farmacoldgico y clinico.

Con base en los reportes de la actividad hipoglucemiante de Cecropia obtusifolia en
modelos animales y al hecho de ser una de las especies con mayor uso en la
practica médica tradicional no so6lo en nuestro pais, sino en Centro y Sudamérica
para el tratamiento de la DM2, se considerd interesante abordar el estudio

fitoquimico, farmacoldgico y clinico de la especie.
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Il. ANTECEDENTES Cecropia obtusifolia Bertol.

2.1 CLASIFICACION TAXONOMICA
Reino: Plantae
Phylum: Magnoliophyta.
Clase: Magnoliopsida
Orden: Urticales
Familia: Moraceae (Cecropiaceae)
Género: Cecropia

Especie: obtusifolia

2.2 SINONIMIA BOTANICA

Cecropia burriada Cuatrec., Cecropia mexicana Hemsl., Cecropia mexicana variedad
macrostachya Donn. Sm., Cecropia obtusifolia subspecie burriada (Cuatrec.) C.C.
Berg & P. Franco, Cecropia panamensis Hemsl., Cecropia asperrima Pittier, Cecropia
amphichlora Standl. & L.O. Williams, Cecropia levyana V.A. Richt (Missouri Botanical

Garden, 2003).

2.2.1 SINONIMIA POPULAR

Dependiendo de la region donde crece, C. obtusifolia recibe diferentes nombres
comunes: i'td6 yya (el hueco o el sordo), palo de hormigas, trompetillo (Veracruz,
Oaxaca); tsulte, juaquequistli, quiquiscuahuitl, jarilla y palo de violin (San Luis
Potosi); trompeta (Sinaloa); coilotépalo (Distrito Federal); chancarro (Veracruz,

Oaxaca); hormigo y aqoj (Veracruz); hormigo, hormiguillo, akowa, guarumbo y
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azcatcuauhit (Puebla); piconi (Hidalgo), trompeto y guarumbo (Guerrero), guarina
(Tabasco); guarumo, guarina, c’oloc” (Chiapas); k’axxixkooch, k’ooch y kkoochle’
(Quintana-Roo); k'aaxi, k'aaxil, k'o’ochle’, k’'o’chte, xk’'o’och y xk'ochle (Yucatan);
sarumo y trompeto (Michoacan); shushanguji (Veracruz); huitapil (Jalisco); yaba,

yabioo, yava, yaga-gacho, guarumbo y joot (Oaxaca), (Ortiz, 2003).

2.3 DISTRIBUCION Y HABITAT

La especie es originaria de América Central, se distribuye desde México hasta el
norte de Sudamérica. Habita en climas calido, semicalido y templado, desde el nivel
del mar hasta los 1500 m. Se le encuentra exclusivamente a lo largo de caminos
plenamente iluminados. Crece como vegetacién secundaria en sitios perturbados,
derivados de selvas tropicales (caducifolia, subcadicifolia, subperennifolia o
perennifolia). En ocasiones se asocia con matorral xerofilo de cactaceas o cedros, en
pastizal y bosque mixto de encino-pino. Se desarrolla en suelos de origen volcanico,
calizo, sedimentario o metamorfico; con buen drenaje o con problemas de
empantanamiento.

En México C. obtusifolia se distribuye ampliamente: en la vertiente del Golfo, desde
Tamaulipas, San Luis Potosi, Veracruz, Tabasco, Yucatan y Quintana Roo y en la
zona del pacifico, desde Sinaloa hacia Nayarit, Jalisco, Michoacan, Guerrero,
Oaxaca y Chiapas; en la zona centro la encontramos en Puebla, Hidalgo y

Guanajuato (SEMARNAT, 2003) (Fig. No. 2).
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ESTADOS UNIDOS MEXICANOS

Oceang Pacifico

== S L [c

Figura No. 2 Distribucién de Cecropia obtusifolia en la Republica Mexicana

2.4 DESCRIPCION BOTANICA
C. obtusifolia es un arbol que mide de 15 a 35 m de altura (Fig. No. 3). El tronco
monopaodico, cilindrico, recto y hueco en el centro (Fig. No. 4), normalmente se

encuentra habitado por hormigas del género Azteca.

Figura No. 3 Cecropia obtusifolia, arbol silvestre
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La corteza externa es gris clara, lisa, con lenticelas negras dispuestas en lineas
longitudinales. La corteza interna es de color crema verdoso o crema claro,
cambiando a pardo oscuro, produce un exudado que se torna negro al contacto con
el aire. Presenta reversion juvenil, por lo que las hojas son lanceoladas durante las
primeras etapas del desarrollo y se tornan lobuladas posteriormente. En la parte
basal de cada peciolo presenta estructuras llamadas trichilias, en las que se generan
corpusculos blancos denominados cuerpos Miullerianos. Estos cuerpos son
estructuras multicelulares ovoides, lanosas, que las hormigas constantemente
remueven con fines alimentarios (SEMARNAT, 2003).

C. obtusifolia es una especie dioica, las inflorescencias masculinas (Fig. No. 5) se
agrupan de 12 a 18 espigas, con un pedunculo comun que emerge de una espata.
Las inflorescencias femeninas (Fig. No. 6) tienen un pedudnculo comun,
esparcidamente pubérulo con pelos delgados y blanquecinos, llevando por lo comun
3-6 espigas protegidas por una espata. Las espigas fructiferas (femeninas) presentan

un fruto de 2 mm de largo y de 1.2 mm de ancho, con frecuencia aplanado .

Figura No. 4 Cecropia obtusifolia, tronco y peciolos con cuerpos Millerianos
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Figura No. 5 Inflorescencia masculina Figura No. 6 Inflorescencia femenina

La infrutescencia es de color verde amarillento a pardo oscuro. Contiene de 2,700 a
4,700 aquenios de tono marrdn brillante, muy pequefos, con una semilla cada uno,
de sabor parecido al higo. Sus semillas son de 1 a 2.8 mm de largo y 0.8 a 1.3 mm

de ancho, cilindricas y con aspecto pardo brillante (Fig. No. 7), (SEMARNAT, 2003).

-

N

Figura No. 7 Semillas de Cecropia obtusifolia
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2.5 ASPECTOS FISIOLOGICOS

Cada arbol presenta un promedio de 81 infrutescencias, formadas a su vez por 3 6 5
espigas. Se estima que cada espiga produce de 2,700 a 4,700 semillas (11,168
semillas por infrutescencia y un total de 900,141 semillas por arbol). Las semillas son
dispersadas por aves locales o migratorias, murciélagos frugivoros, mamiferos,
marsupiales o roedores. De la simiente producida en un afo, solamente el 40% llega
al suelo y de ésta, unicamente la mitad es viable. La edad promedio de una semilla
en el suelo es de 7 dias con una viabilidad inicial del 90%, la cual van perdiendo al

pasar el tiempo (SEMARNAT, 2003).

2.6 MANEJO

Considerando la dominancia de Cecropia obtusifolia en las areas cubiertas de
vegetacion secundaria en el trépico humedo mexicano y el gran numero de
individuos de esta especie que constituyen a los acahuales; el forraje de esta especie
perennifolia proporciona durante la época de sequia uno mas de los forrajes frescos
y verdes que el ganado puede consumir en el Sureste mexicano. Tales regiones han
perdido su cobertura original y se encuentran cubiertos de vegetacidén secundaria en
diferentes etapas de desarrollo. Esta situacidon abre importantes perspectivas para la
especie, que habia sido considerada hasta hace poco de escasa utilidad. Su
aprovechamiento esta regulado por la Secretaria del Medio Ambiente (SEMARNAT,

2003).
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2.7 USOS MEDICINALES

Se emplea en la medicina popular con propésitos diversos, como antitusivo,
antipirético, diurético; en afecciones nerviosas, cardiacas, hepaticas, pulmonares y
renales; para el tratamiento de asma, resfriado comun, heridas, fracturas, reuma y
obesidad.

Para malestares de presién arterial y para tratar problemas renales es recomendada
la ingestién del cocimiento de esta planta en ayuno, por lo menos durante una
semana. También recibe amplio uso contra picaduras de alacran y hormigas, para lo
cual debe lavarse la parte afectada con el cocimiento de las hojas, previamente
endulzado con miel de abeja. En casos de verrugas se aplica directo el latex. Para
gquemaduras se recomienda aplicar bafos, fomentos o cataplasmas de las hojas
molidas con aceite mineral o hervidas con sal.

El uso medicinal mas reportado para C. obtusifolia, desde el centro hasta el sureste
del pais, es como coadyuvante o unico remedio en casos de diabetes, donde el
tratamiento consiste en emplear la infusién de las hojas, ramas, corteza o raiz como
agua de uso. En el caso de las hojas, se recomienda hervir 3 6 4 tiernas en 2 litros

de agua (Argueta, 1994; Gupta,1995; Ortiz,2003).

2.8 FARMACOLOGIA

La actividad hipoglucemiante de C. obtusifolia ha sido evaluada en diferentes
modelos bioldgicos. Se ha descrito la actividad hipoglucemiante del extracto acuoso,
administrado p.o. e i.p., en animales sanos durante una curva de tolerancia y en

animales con diabetes inducida por la administracion de aloxana (Pérez et. al., 1984;
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Roman-Ramos et. al., 1991) también se ha descrito actividad hipotensora en ratas
después de la administracion i.v. de 50 mg/kg (Vidrio, 1982).

Para evaluar el efecto del extracto acuoso de las hojas, sobre la fisiologia animal, se
hizo un estudio con perros mongrel sanos y con pancreatectomia parcial o total. La
administracion i.v. del extracto de C. obtusifolia (15 mg/kg referido a la planta seca)
disminuyo la glucemia a las dos horas de su administracion; el efecto mas notorio se
presentd a las cuatro horas. La glucemia en los animales sanos disminuy6 un 33% y
en los pancreatectomizados un 46%. Por el contrario, la concentracién de
triglicéridos aumentdé en los animales sanos en un 58%; en aquellos
pancreatectomizados parcialmente disminuy6 un 54% y en los animales sin pancreas
un 43%. Dado que los animales a los que se extrajo totalmente el pancreas, después
de un reto con glucosa 1 hora después de la cirugia, no disminuyeron su glucemia,
se concluy6 que el efecto hipoglucémico de C. obtusifolia no es insulinomimético y
que probablemente estuviera relacionado con la estimulacion de células f
pancreaticas (Mellado y Lozoya, 1984).

En un estudio con conejos sanos, se evalué el extracto acuoso después de la
administracién de glucosa en una dosis de 2 g/kg de peso corporal. La glucemia del
grupo tratado por via oral con C. obtusifolia disminuyé un 17.6% con respecto al
control dos horas después de iniciado el reto (Roman-Ramos et al., 1992).

Pérez Guerrero y su grupo (2001), administraron intraperitonealmente 250 mg/kg de
un extracto acuoso, induciendo mayor efecto analgésico que 200 mg/kg de
metamizol, también se inhibieron las dos fases de la respuesta a la formalina y se
obtuvieron diferencias significativas a partir de la dosis de 50 mg/kg en la prueba del

acido acético, siendo las dosis de 250 y 500 mg/kg significativamente mas efectivos
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que metamizol; tales resultados sugieren un efecto analgésico periférico. Se probd
asimismo la actividad del extracto acuoso administrado intraperitonealmente en
diversas pruebas etoldgicas para evaluar la actividad sobre SNC, estableciéndose un
ligero efecto depresor reflejado por la respuesta positiva a las pruebas de “hole
board”, “rota rod”, evasion y traccion. Se establecié también que la especie posee
actividad antiinflamatoria sistémica y tdpica, el grupo propone que tal actividad se
debe a la interferencia en la sintesis o liberacion de mediadores de la respuesta
inflamatoria, como histamina y prostaglandinas (Pérez-Guerrero et al., 2001).

Se ha demostrado también que los extractos acuoso y metandlico tienen la
capacidad de unirse al receptor AT, de la angiotensina Il ([*H] -AT II), (Caballero-
George et al., 2001), con lo que se explica su uso como antihipertensivo.

Con la finalidad de purificar y caracterizar los compuestos responsables de la
actividad hipoglucemiante, se hizo un estudio quimico-biolégico con ratas Wistar
(Andrade-Cetto y Wiedenfeld, 2001). El extracto acuoso derivado de las hojas de C.
obtusifolia fue sometido a una separacion liquido/liquido con n-butanol (Bu-OH). La
fraccion butandlica fue separada por cromatografia en columna y las fracciones
obtenidas, analizadas por HPLC. Los compuestos mayoritarios separados
correspondieron al acido clorogénico (AC) e isoorientina (Fig. No. 8).

Los extractos acuoso y butandlico, asi como los compuestos puros, fueron
administrados a diferentes grupos de ratas pretratadas con estreptozotocina (STZ).
El extracto acuoso administrado oralmente en dosis de 90 y 150 mg/kg, redujo la
concentracion plasmatica de glucosa en un 15.1% y 15.7%, respectivamente. Por su
parte, 9 mg/kg de extracto butandlico disminuyeron un 16.1% la glucemia y un 15.2%

con la dosis de 15 mg/kg, utilizando el mismo modelo. EI AC y la isoorientina,
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compuestos mayoritarios aislados de esta especie, dosificados a 10 mg/kg de peso
disminuyeron 25.7 y 27.1 puntos porcentuales la concentracion de glucosa,

(Andrade-Cetto y Wiedenfeld, 2001).

a) b)
0 oH OH O
o)‘\%@oH o N O ‘ |
l@'“ - HO" Y ot HO 0 ‘ on
HE "OH o OH

Figura No. 8 Compuestos con actividad hipoglucemiante en C. obtusifolia: a)Acido clorogénico, b)
isoorientina (Andrade-Cetto y Wiedenfeld, 2001).

2.8.1 TOXICIDAD

El extracto acuoso liofiizado de las hojas provocd taquicardia en ratas al
administrarse por via intravenosa a dosis de 10 mg/kg (Argueta, 1994). La
administracién i.p. del extracto acuoso en ratas Swiss mostré una DLsy de 1.5 £ 0.7

g/kg (Pérez-Guerrero et al., 2001).
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La DM2 es uno de los principales problemas de salud mundial, mostrando un
comportamiento de tipo epidémico cuyo ascenso continua. El incremento en la
incidencia se asocia con el sedentarismo y la obesidad propiciados por los cambios
en el estilo de vida y los habitos alimentarios modernos (Zimmet et al., 2001).

La poblacion mexicana posee una alta predisposicion para el desarrollo de este
sindrome. Se estima que la prevalencia nacional en personas mayores de 20 afos
es del 11.6%; se relaciona directamente con la edad de manera que en la poblacién
mayor de 50 afios es superior al 20% (Velazquez et al., 2002). Uno de los aspectos
mas importantes a considerar es que el paciente diabético disminuye su calidad y
expectativa de vida debido al desarrollo de las diversas complicaciones micro y
macrovasculares.

Los farmacos actualmente disponibles para el control de la DM2 no logran prevenir o
revertir el desarrollo de la enfermedad ni retrasar, en general, la aparicién de
complicaciones; existiendo por lo tanto la urgente necesidad del desarrollo de
farmacos o sustancias que brinden un esquema terapéutico alterno a los ya
existentes (Moller, 2001).

Una opciodn interesante para la busqueda de moléculas con actividad farmacoldgica
novedosa es la flora utilizada de manera tradicional con fines medicinales. En pleno
siglo XXI, diversos grupos humanos utilizan remedios herbolarios como
coadyuvantes o como unico recurso para el tratamiento de los pacientes diabéticos

en todo el mundo, lo cual ha motivado la realizacién de estudios experimentales y
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clinicos para evaluar la actividad hipoglucemiante y antihiperglucemiante de
extractos vegetales o de compuestos aislados de éstos.

La infusién de las hojas de C. obtusilfolia, comunmente conocido como guarumbo, es
utilizada vernaculamente en nuestro pais como hipoglucemiante. Esta propiedad
bioldégica ha sido corroborada en diferentes modelos experimentales, asimismo se
han reportado dos compuestos como los responsables de la actividad
hipoglucemiante, sin embargo, su actividad es menor a la de los extractos originales.
Es posible que en la porcidon activa del extracto, ademas del AC y la isoorientina
descritos, otros constituyentes posean o sean importantes para ejercer el efecto
hipoglucémico.

Se ha documentado en diversas ocasiones que las sustancias aisladas de especies
vegetales presentan una menor eficacia que las preparaciones tradicionales o sus
diversos extractos. Es factible que las interacciones farmacoldgicas o sinergismo
entre dos 0 mas sustancias presentes en tales extractos, sean esenciales para el
optimo desempefio de la actividad biolégica. Por ello, ademas de la necesidad de
nuevos agentes terapéuticos, surge la necesidad del desarrollo de formulaciones en

las que se conserve la eficacia farmacoldgica de los extractos.
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IV. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢, Los extractos y fracciones obtenidas de Cecropia obtusifolia ejercen un efecto

hipoglucémico en ratones ?

¢, A partir de Cecropia obtusifolia es posible desarrollar un fitofarmaco util para el

control de la diabetes mellitus tipo 27?

V. HIPOTESIS

Si Cecropia obtusifolia ejerce actividad hipoglucemiante en modelos experimentales
animales, entonces es posible desarrollar un fitofarmaco de utilidad clinica para el

tratamiento de la DM2.
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VI. OBJETIVOS

6.1 GENERAL

Evaluar experimentalmente la actividad hipoglucemiante de Cecropia obtusifolia y

establecer las bases fitoquimicas y terapéuticas para la produccién de un fitofarmaco

antidiabético.

6.2 PARTICULARES

Evaluar la actividad hipoglucemiante de los extractos metandlico y
acuoso de C. obtusifolia con base en un fraccionamiento biodirigido.
Determinar los posibles efectos toxicos del extracto metandlico de C.
obtusifolia en un modelo agudo.

Caracterizar fitoquimicamente las fracciones con mayor actividad

hipoglucemiante de los extractos metandlico y acuoso de C. obtusifolia.

Elaborar un fitofarmaco hipoglucemiante estandarizado a partir de C.
obutsifolia.
Evaluar clinicamente la eficacia y seguridad terapéutica del

fitomedicamento de C. obtusifolia en pacientes diabéticos.
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VIl. METODOLOGIA

7.1 MATERIAL VEGETAL

Las hojas de Cecropia obtusifolia fueron colectadas en Ixhuatlan, en el estado de
Veracruz. Marrubium vulgare, a su vez, en Coajomulco, Morelos; ambos en el mes
de agosto del afio 1999. Se prepararon ejemplares de herbario para su
determinacién botanica por la M. en C. Abigail Aguilar Contreras, directora del
Herbario del Instituto Mexicano del Seguro social (IMSSM), en donde se depositaron
3 ejemplares para su resguardo bajo numeros de registro progresivo del 13599 al
13601.

El material vegetal fue secado en las instalaciones del CIBIS sobre camas
construidas con alambre galvanizado, a temperatura ambiente y en ausencia de luz.
Una vez seco, fue finamente molido con un equipo eléctrico (Pulvex) hasta obtener
particulas de un tamano inferior a 3 mm.

a) Preparacion del extracto metandlico. Las hojas secas (1.2 kg) fueron extraidas
durante 48 horas a temperatura ambiente por maceracion en n-hexano (Hex)
por dos ocasiones; el material vegetal remanente fue secado para ser extraido
nuevamente por percolacion en n-metanol (Me-OH) 3 veces. El material
disuelto fue separado del disolvente a presion reducida, mediante un
rotaevaporador (Buchi R-124).

b) Preparacion del extracto acuoso. Las hojas secas (7.3 kg) fueron extraidas en
agua destilada a 97 °C, con una relacion de 1g de material vegetal por 10 ml

de agua (Lozoya-Meckes y Mellado-Campos, 1985); manteniéndose en un
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contenedor cerrado durante 30 minutos. El material disuelto fue secado por
liofilizacion.
El rendimiento de los extractos se calcul6 registrando el peso de 5 alicuotas de 1 ml

c/u, evaporadas a sequedad en una parrilla de calentamiento.

7.2 PRUEBAS FARMACOLOGICAS

Los protocolos experimentales se apegaron a las normas mexicanas vigentes para el
manejo de animales, (NOM-062-Z00-1999). En el caso del fraccionamiento
biodirigido y la evaluacion de toxicidad, se utilizaron ratones macho adultos, de la
cepa Balb-C, con un peso de 23-26 g o ratones hembra de 21-23 g respectivamente.
Para la evaluacion del efecto hipoglucémico del AC, se emplearon ratas macho
Wistar de 350 g de peso.

Los animales fueron mantenidos en el bioterio del CIBIS, bajo condiciones
controladas de iluminacién (12 horas de oscuridad), a 24 + 4°C de temperatura, dieta
especial para roedores (2018S Harlan Teklad) y agua a libre demanda. La glucemia
fue determinada a partir de sangre total, utilizando un equipo Accutrend Sensor
(Roche). El alimento fue retirado 4 horas antes de cada experimento.

Los extractos y fracciones fueron redisueltos en solucion salina fisiolégica (SSF) y
aplicados i.p. en un volumen de 0.8 ml/100 g de peso, en diferentes dosis, los grupos

control recibieron tnicamente SSF.
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7.2.1 FRACCIONAMIENTO BIODIRIGIDO

El procedimiento para la separacion de los compuestos presentes en los extractos
metandlico y acuoso, fue disefiado con base en los resultados de la actividad
hipoglucemiante. La evaluacion bioldgica se realizé en ratones macho sanos, para lo
cual se formaron grupos de 8 individuos. Se cuantifico la glucemia durante un curso
temporal, a las 0, 2 y 4 horas posteriores a la administracién de diferentes dosis de
los extractos o fracciones, (0.25-2.0 g/kg de peso). Los grupos utilizados como
control positivo recibieron insulina (0.5 U/kg, s.c.). A continuacién se detallan los

criterios y procedimientos empleados.

A) EXTRACTO METANOLICO

En la Fig. No. 9 se resume el procedimiento correspondiente a la separacion
biodirigida del extracto metandlico de C. obtusifolia.

De acuerdo con reportes en los que se establece la presencia de saponinas en la
especie (Gupta, 1995) y del conocimiento que compuestos de este tipo poseen
actividad hipoglucemiante (Ivorra et al., 1989; Ling-Hua y Pei-Gen, 1993; Pérez et al.,
1998), se decidio separar los componentes del extracto por el método comun para la
obtencién de saponinas. Una porcion del extracto metandlico (EM-2), con un peso de
60 g, se disolvié en agua (H20) y se extrajo con cloroformo (CHCI3) por 3 ocasiones.
Los extractos cloroférmicos fueron concentrados a presidon reducida hasta obtenerse
38 g de una fraccién soluble en CHCI; (EM-3). La fraccion soluble en H,O (EM-4) se
extrajo a su vez con Bu-OH 3 veces. Los extractos organicos se reunieron y

concentraron a presion reducida. El residuo obtenido (13.8 g) se redisolvié en 50 ml
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de H,0 y se adicionaron 50 ml de éter etilico -(CH3),O- hasta obtener un precipitado

amorfo, el cual se filtré y lavé con el mismo disolvente.

Cecropia obtusifolia

1.2Kg Maceracion en n-Hexano
]
| L
Material vegetal Extracto Hexanico
Maceracion en n-Metanol (EM-1)
| L
Material vegetal Extracto Metandlico

(EM-2) Biparticion CHClz/H.0

Fraccion Cloroférmica Fraccion Acuosa |
(EM'3) (EM'4) Extraccion con n-Butanol

]
| |
Fraccién Butandlica Fraccién Acuosa
(EM-5) (EM-6)
(CHs3)20 |

Fraccion
Soluble en Metanol
EM-7
CCRP-18
H20:CH3CN

EM7
(A,B,C,D)

Figura No. 9 Fraccionamiento biodirigido del extracto metandlico de C. obtusifolia

El precipitado seco (2.8 g), se aplicd entonces en un cartucho de cromatografia
(Waters sep-pack vac), empacado con silica enlazada de fase reversa (RP-18). La
elusion se inici6 con H;O, incrementando la fuerza elutropica con acetonitrilo
(CH3CN), se obtuvieron 8 fracciones de 10 ml c/u, las cuales fueron reunidas en 4
fracciones, de acuerdo a su homogeneidad en cromatografia en capa fina (CCF) de

RP18, como se muestra en la Tabla No. 4.
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Tabla No. 4 Fraccionamiento cromatografico de la fraccion EM-7, obtenida del extracto metandlico de

C. obtusifolia.

Eluyente | Proporcién Fracciones | Fracciones Clave Peso

obtenidas | reunidas (9)
H>0O/CH3sCN 9:1 1-2 1-2 EM7-1| 1.34
H>O/CH3CN 8:2 34 3 EM7-2 | 0.23
H20/CHsCN 7:3 5-6 4-7 EM7-3| 0.04
H20/CHsCN 55 7 8 EM7-4| 0.19
MeOH 100% 8

Una segunda porcién de 60 g del extracto metandlico (EM-2), se suspendié en agua
y se extrajo por 3 veces con Hex, durante este proceso se separaron tres fases: la
soluble en agua, la soluble en Hex y una tercera (interfase) soluble en diclorometano
(CH2CIy) con un peso de 38 g. El producto fue aplicado a una columna liquida de
vacio empacada con 175 g de silica gel 60. La elusion se inicié con CH,Cl,/Hex 1:1
incrementandose la polaridad con acetona, se obtuvieron 76 fracciones de 125 ml
cada una, las cuales fueron reunidas de acuerdo a su similitud en CCF, como se
muestra en la tabla No. 5.

La fraccion VIII (4.1 g) fue purificada mediante cromatografia en columna empacada
con 140 g de silica gel y utilizando un gradiente de CH,Cl,/ Acetona como eluyente,
se colectaron 73 fracciones de 75 ml cada una, las cuales fueron agrupadas de
acuerdo a su similitud en CCF como se muestra en la tabla No. 6.

La fraccion 5 mostré6 en CCF la presencia de un solo compuesto, el cual fue
caracterizado como [ sitosterol (Fig. No. 19, 2) por comparacién directa con una

muestra auténtica disponible en el laboratorio.
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Tabla No. 5 Fraccionamiento cromatografico de la fraccion EM-7, obtenida del extracto metandlico de

C. obtusifolia.

Eluyente | Proporcion Fracciones | Fracciones
obtenidas | reunidas
CH2Cl2/Hex
11 1-8 13 I
6:4 9-14 4-6 T
73 15-19 7-23 M
8:2 20-24 24-39 v
91 25-29 40-43 v
100 30-36 44-47 Vi
CHaCla/ Acetona
91 37-42 48-55 Vil
8:2 43-47 56-76 Julll
7:3 48-53
6:4 54-59
55 60-66
46 67-73
37 74-76

Tabla No. 6 Fraccionamiento cromatografico de la fraccion VIII

Fracciones | Compuestos

Eluyente | Proporcion obtenidas | aislados

CH2Cl,/ Acetona
8:2 1-13 1-4
7:3 14-23 5 B sitosterol
6:4 24-33 6-8
1:1 34-43 9-15 Acidos ur§§Iico
y oleandlico
4.6 44-53 16-19
3.7 54-63 20-23
2:8 64-70 24-26
Glucésido de
o0 s 21-38 [} sitosterol
39-43
44-46
47-55
56-57
58
59-62
63-75
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Posteriormente, la reunién 9-15 precipité espontaneamente por lo que se filtré y lavo
con CH>Cl,, obteniéndose un sdlido blanco amorfo identificado como la mezcla de los
acidos ursolico (Fig. No 19, 4) y oleandlico (Fig. No. 19, 5) por comparacion directa
(CCF y punto de fusion mixto) con una muestra auténtica obtenida de Astianthus
viminalis (Meckes et al., 2001).

La reunién 27-38 mostré un precipitado blanco amorfo el cual se filtré y lavé con Hex
y CH.Cl,, el producto obtenido fue un sdlido blanco de pf 180-195°C identificado
como el glucésido de p—sitosterol (Fig. No. 19, 2) por medio del analisis de sus datos
espectroscopicos y comparacion directa con muestra auténtica.

Las aguas madres de la fraccion 27-38 (300 mg) se aplicaron a una columna de
vidrio empacada con 9 g de alumina; se obtuvieron 3 fracciones, la primera
denominada 43A (127 mg) eluida con CHCl; al 100%, la segunda 43B (67.6 mg) y la
tercera 43C (91.7 mg). La fracciéon 43B fue acetilada con 2 ml de una mezcla 2:1 de
anhidrido acético (Ac;O)/piridina a temperatura ambiente. La mezcla se dejé
reaccionar durante toda la noche, se agregaron 5 g de hielo para detener la reaccion
y el producto se extrajo con 30 ml de acetato de etilo (AcOEt), por 3 ocasiones. La
fase organica fue purificada mediante CCF preparativa de silica gel, utilizando un
sistema de Hex-AcOEt 7:3 como eluyente. De esta cromatografia se obtuvieron 37
mg de un producto sélido amorfo con Rf= 0.5, el cual fue caracterizado como el acido
bassico (Fig. No. 19, 6) por medio de analisis e interpretacion de sus datos

espectroscopicos de RMN'H y RMN'®C (datos no mostrados).
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B) EXTRACTO ACUOSO

El fraccionamiento biodirigido llevado a cabo con el extracto acuoso se resume en la

Fig. No. 10.

Cecropia obtusifolia

(7.2 Kg) Maceracion en  Agua

Extracto Acuoso Material Vegetal
(EA-1)

Fraccion de Fraccion
Acetato de Etilo Acuosa |
(EA-2) (EA-3)

Fraccion Butanodlica Fraccion Acuo sa ll
(EA-4) (EA-5)

Particion AcOEt/H ,0

Extraccion con  n-Metanol

Fraccion Fraccion
Soluble en Metanol Soluble en Agua
(EA-6) (EA-7)

CC-RP18 CC-RP18
H20:Me -OH H20:CH sCN
EA6 EA7
(1alv) (A, B, C)

Figura No. 10 Fraccionamiento biodirigido del extracto acuoso de C. obtusifolia

El extracto acuoso liofilizado (EA-1), con peso de 622 g fue resuspendido en H,O y
extraido con AcOEt por 3 ocasiones. Los extractos organicos fueron reunidos vy
concentrados a presion reducida para obtener una fraccion soluble en AcOEt (EA-
2). La fraccion acuosa remanente (EA-3) fue posteriormente extraida con BuOH 3

veces, rindiendo una fraccion soluble en BuOH (EA-4) y una fraccién soluble en H,O
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(EA-5). La fraccion EA-4 fue concentrada a presion reducida y el residuo fue extraido
con Me-OH por 3 ocasiones, para dar una fraccién soluble en Me-OH (EA-7) con
peso de 60.2 g..

A continuacion, 15 g de EA-6 se adsorbieron en igual cantidad de silica RP-18 y se
aplicé a una columna liquida de vacio (CLV), empacada con 150 g de silica de fase
enlazada RP-18. La elusion se inicié con H,O al 100%, se incrementd la fuerza
elutropica con Me-OH, se colectaron 37 fracciones de 100 ml c/u, las cuales fueron
reunidas en 4 fracciones, de acuerdo a su homogeneidad en CCF, como se muestra

en la Tabla No. 7.

Tabla No. 7 Fraccionamiento cromatografico de la fraccion EA-6, obtenida del extracto acuoso de C.

obtusifolia.
Eluyente | Proporcion | Fracciones | Fracciones | Clave
obtenidas | reunidas
H20 100% 1-8 1 EA-6A
H20/MeOH 95:5 9-24 2-5 EA-6B
H20/MeOH 55 25-28 6-17 EA-6C
MeOH 100% 29-37 30-31 EA-6D

Una parte alicuota de 850 mg de EA-7 se aplicd a un cartucho de extraccién en fase
sélida de 10 g de silica RP-18, eluyendo con un sistema isocratico de H,O:CH3;CN
(3:2), se colectaron fracciones de 100 ml c/u, las cuales se reunieron en 3 fracciones
denominadas EA-7, A, By C, de acuerdo a su homogeneidad en CCF.

La fraccion EA-7B fue acetilada con 2 ml de una mezcla 2:1 de AcyO-piridina a
temperatura ambiente. La reaccion fue seguida por CCF y fue detenida mediante la
adicién de 3 g de hielo, después de 12 horas. El producto de reaccion fue extraido

con AcOEt y el residuo (1g) fue separado en sus componentes mediante
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cromatografia en una columna empacada con 30 g de silica gel, eluyendo con un
gradiente de polaridad creciente de Hex-AcOEt-CH,Cl,-MeOH. Se colectaron 68
fracciones de 20 ml c/u, como se detalla en la tabla No. 8.

Las fracciones fueron reunidas con base en su similitud en CCF. El andlisis de las
fracciones 40-45 por GC-MS indicé la presencia de la mezcla de myoinositol, glucosa
y acido arabindnico.

El anadlisis de la reunion de las fracciones 46-52 (157 mg) indico la presencia del

acido 9-hexadecendico (Fig. No. 19, 10).

Tabla No. 8 Fraccionamiento cromatogréfico de la fraccion EA-7B, obtenida del extracto acuoso de C.

obtusifolia.
Eluyente Fracciones | Fracciones | Peso Observaciones
n-Hex:AcOEt:CH.Cl;:MeOH | obtenidas | reunidas | (mg)

100:0:0:0 1-4 40-45 Myoinositol Glucosa,
Acido arabinnico

98:2:0:0 5-11 46-62 | 157 mg | Acido hexadecendico

95:5:0:0 12-17 53-58 147 mg Arabinosa

90:10:0:0 18-23

85:15:0:0 24-28

80:20:0:0 29-35

75:25:0:0 36-40

70:30:0:0 41-46

0:0:100:0 47-52

0:0:95:5 53-58

0:0:80:20 59-64

0:0:50:50 65-68

La fraccion 53-58 (147 mg) contenia una mezcla de compuestos, por lo que se aplico
a una columna empacada con 5 g de silica gel eluyendo con un gradiente de
CH.Cl,:MeOH. El analisis de GC-MS de las fracciones 1-6 permitié la identificacion
del acido 9-hexadecendico (Fig. No. 19, 10) y del glucdsido del acido absisico (Fig.

No. 19, 12). Las fracciones 31-32 mostraron en CCF una sola mancha por lo que se
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reunieron, el producto fue identificado como la friedelina (Fig. No. 19, 11) por su

analisis en CG-MS.

7.2.2 TOXICIDAD AGUDA

La dosis experimental se establecid con base en el método por etapas descrito en el
protocolo No. 423 de la Organizacién para la Cooperacion y Desarrollo Econémico
(OECD).

Se administraron 3 g/kg del extracto metandlico a 4 ratones hembra y 4 machos en
un esquema por etapas. Se aplicod el extracto al primer animal y se le observé por
intervalos de 2 horas, durante 24 horas, antes de continuar con el siguiente individuo.
En todos los casos los animales fueron observados durante los 14 dias posteriores a
la administracion, evaluandose diversos signos (Tabla No. 9). El dia 15, los animales
fueron sacrificados, anestesiandolos con éter etilico; sus 6rganos (higado y rifidn)
fueron extraidos, lavados en SSF y fijados en formaldehido al 10% para su analisis
histolégico. Se incluyeron posteriormente en parafina y se elaboraron cortes de 8um
los cuales fueron tefidos por la técnica de hematoxilina-eosina para su analisis por

microscopia optica.
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Tabla No. 9 Parametros bioldgicos evaluados en la prueba toxicoldgica

PARAMETRO EVALUADO
(0): sin cambio, (+): aumento,
(-): disminucién
Actividad exploratoria
Actividad prensil (extremidades
anteriores y posteriores)
Ataxia
Defecacion-Miccidn
Deshidratacién
Equilibrio
Palidez
Piloereccién
Reaccion de alarma
) Reflejo de enderezamiento

—_
~—

N
~

—lo|lo|N oo |w
Sk 2ZEE

7.3 ESTUDIO CLIiNICO

Se realizé un ensayo clinico experimental, aleatorizado, doble ciego y controlado,
con pacientes de la U.M.F. No. 1 de la ciudad de Cuernavaca, Morelos para explorar
la efectividad y tolerabilidad del fitofarmaco elaborado con Cecropia obtusifolia. Se

empled como tratamiento placebo Marrubium vulgare.

A) Criterios de inclusién:

» Varones o mujeres con diagnostico de diabetes mellitus tipo 2, con una
evolucion no mayor a cinco afos.

» Cursar con un pobre control metabdlico (glucemia en ayuno = a 140
mg/dl) a pesar del uso de glibenclamida.

» No recibir insulina o sus analogos.

> Edad de 30 a 60 anos.
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» Sin manifestaciones aparentes de complicaciones cronicas o agudas

relacionadas con la DM2.

B) Criterios de exclusion:
» Embarazo.

» Presentar DM1.

» Pacientes hospitalizados.

» Necesidad de viajar constantemente.

C) Criterios de eliminacion:

» El deseo voluntario de abandonar el tratamiento experimental

» No apego al tratamiento

» Desarrollo de efectos adversos o procesos patoldgicos que afectaran el

resultado del estudio (infecciones, cirugias, accidentes, etc.).

Se reclutaron 43 pacientes quienes firmaron una carta de consentimiento informado
(Anexo ), de acuerdo con la declaracion de Helsinki (The World Medical
Association), aceptando participar en el ensayo.

Ademas del tratamiento con glibenclamida, 22 pacientes recibieron el tratamiento
correspondiente a C. obtusifolia 'y 21 el de M. vulgare, segun una tabla de numeros
aleatorios, asi como instrucciones verbales y escritas sobre su forma de elaboracién
y administracion. Tres veces al dia antes de cada alimento, durante 21 dias, cada

paciente prepard una infusion colocando durante 5 minutos un sobre, con el
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fitofarmaco o placebo, en 250 ml de agua a punto de ebullicién. El liquido fue bebido
tibio sin adicionarle ningun otro elemento.

Cada semana se valord clinicamente a los pacientes, para determinar posibles
efectos adversos y la adherencia al tratamiento. En todos los participantes se
determind en ayuno, al inicio y final del tratamiento, la concentracion plasmatica de
glucosa, colesterol y triglicéridos totales, urea, creatinina y acido urico. Tales
determinaciones se realizaron siguiendo las técnicas estandares (Tabla No. 10) con
un equipo automatico (Autolab), en colaboracion con un laboratorio externo
certificado.

Los métodos en general se basan en reacciones enzimaticas cuantificadas
indirectamente por una reaccion de oxido-reduccion en la que se utilizan fenol y 4-
aminofenazona los cuales al reaccionar con peréxido de hidrégeno producen un
compuesto colorido, directamente proporcional a la concentracion del metabolito a

cuantificar.

Tabla No. 10 Métodos estandar para la cuantificacion de metabolitos en plasma (Burtis y Ashwood, eds,
1999).

Método de
cuantificacion
Triglicéridos | Glicerol oxidasa
Colesterol |Colesterol oxidasa
Glucosa Glucosa oxidasa
Urea Glutamina sintetasa
Acido urico |Uricasa
Creatinina |Creatinasa

Sustancia
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7.3.1 FORMULACION DEL FITOFARMACO

Se utilizaron las hojas secas y trituradas de C. obtusifolia, preparadas como se indicé
en la seccién 6.1. Dosis de 1 g de material, estandarizado en AC (2.99 + 0.14 mg/g
de material vegetal), fueron empacadas en sobres de papel filtro. Se utilizaron las
hojas molidas de Marrubium vulgare para preparar una formulacién equivalente. Los
productos fueron identificados como tratamiento “A” y “B”, cuyos codigos fueron

revelados al finalizar el analisis de resultados.

7.3.2 ESTANDARIZACION DEL FITOFARMACO

El contenido de AC se determiné por cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC), por el método de estandar interno. Se utilizd un equipo analitico Merck
Hitachi D-6000 con automuestreador A5-2000A y detector de arreglo de diodos
modelo L-4500.

Se extrajeron, tres ocasiones consecutivas, 200 mg del material vegetal con 10 ml de
Hex. Posteriormente se extrajo la misma muestra con 10 ml de Me-OH, en 3 turnos.
El disolvente recuperado se llevd a completa sequedad y se prepararon alicuotas de
10 mg/ml en Me-OH (grado HPLC), de acuerdo a lo establecido por Ortiz (2003). Las
muestras fueron analizadas en una columna Chromolite performance RP-18e (100 x
4.6 mm, Merck). Se eluy6é con un flujo de 1.4 ml/min de un sistema isocratico de
H3P04(0.04M):CH3;CN:MeOH: 90:5:5. La deteccion del producto se realizé a 255 nm,

a 25 °C a un Rt=5.9 min.
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Se construydé una curva de calibracion inyectando 50 ul de diferentes
concentraciones de AC (20, 40, 80, 120 ul/ml) con base en un compuesto puro (C-

3878, Sigma) como estandar.

7.4 PRUEBAS ESTADISTICAS

En el caso de la evaluacion toxicologica y las pruebas biolégicas la determinacién de
diferencias entre grupos se establecié por un analisis de varianza (ANOVA), seguido
de una prueba de Bonferroni. Valores de p <0.05 se consideraron como
significativos.

En el caso del ensayo clinico, las diferencias intragrupales de las variables continuas
con distribucidn normal se establecieron por una prueba de ANOVA para muestras
pareadas y por la prueba de Wilcoxon en caso contrario.

Para definir las diferencias intergrupales se utiliz6 la prueba de ANOVA para
muestras independientes en el caso de variables continuas con distribucion normal y
la prueba de Mann-Withney en caso de distribucién no normal. Prueba de Chi? para
detectar diferencias con variables categoricas. Valores de p <0.05 se consideraron

significativos.
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VIIl. RESULTADOS

8.1 EXTRACTO METANOLICO

Como se describid en la seccion 7.2.1.A, el fraccionamiento biodirigido del extracto

metandlico se realiz6 como lo muestra la Fig. No. 9.

Cecropia obtusifolia

1.2Kg Maceracion en n-Hexano
]
| |
Material vegetal Extracto Hexanico
Maceracién en n-Metanol (EM-1)
| |
Material vegetal Extracto Metandlico

(EM-2) Biparticion CHCIs/H20

Fraccion Cloroférmica Fraccion Acuosa |

(EM'3) (EM'4) Extraccion con n-Butanol

Fraccion Butanolica Fraccion Acuosa I
(EM-5) (EM-6)
(CH3):0 |

Fracciéon
Soluble en Metanol
EM-7
CCRP-18
H,0:CH3CN

EM7
(A,B,C,D)

Figura No. 9 Fraccionamiento biodirigido del extracto metandlico de C. obtusifolia.

El extracto metandlico (EM-2) presenté un rendimiento de 10.5% a partir de planta

seca. Administrado i.p. en animales sanos disminuy6 la glucemia en ayuno, con
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respecto al grupo control, en un 20% (p <0.02). El extracto fue separado
consecutivamente por particiones liquido/liquido con Hex, CHCI3 y H,O. El extracto
soluble en hexano (EM-1) y la fraccion soluble en CHCI; (EM-3) indujeron
hiperglucemia a las 2 h de iniciado el tratamiento, mientras que la fraccién acuosa |
(EM-4) disminuyd un 50% la glucemia (p <0.05) a las 4 horas de administrado el

producto (Fig. No. 11).
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Extracto

Figura No. 11 Glucemia posterior a la administracién i.p., de 2g/kg del extracto hexanico (EM-1) o las
fracciones cloroférmica (EM-2) y acuosa | (EM-4) de C. obtusifolia en ratones sanos. Los resultados se

expresan como el promedio + D.E. n=6. *=p <0.05 prueba de t.

Posteriormente, y a partir de EM-4, se obtuvieron tres nuevas fracciones de interés:
butandlica (EM-5), acuosa Il (EM-6) y soluble en metanol (EM-7). Observamos una
vez mas el efecto hiperglucemiante (p <0.05) producido por la administracion de EM-
2; la modificacién mas importante se obtuvo a las 4 horas de iniciado el tratamiento,

con disminuciones del 84% para EM-2, 33% en el caso de EM-5, 60% para EM-6, y
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61% después de la administracion de EM-7, este ultimo disminuyé un 33% la

glucemia a las 2 h (Fig. No. 12).

o0 m2h o 4h

140 -
120 -

100 -

Glucemia (mg/dl)

Vehiculo EM-2 EM-7
Extracto
Figura No. 12 Glucemia posterior a la administracion i.p. de 2 g/kg del extracto metandlico (EM-2) o las
fracciones butandlica (EM-5), acuosa Il (EM-6) y soluble en metanol (EM-7) de C. obtusifolia en ratones

sanos. Los resultados se expresan como el promedio x D.E. n=6. *= p <0.05 prueba de t.

Con el objeto de determinar un efecto dosis dependiente, se administraron i.p. 0.5,
1.0 y 2.0 g/kg de peso, de las fracciones mas activas (EM 6 y 7). Se observé una
tendencia a la disminucién de la glucemia en ambas fracciones; con una disminucion
progresiva en la concentracién de glucosa a las 2 y 4 horas; EM-6 disminuyo la
glucemia 46, 71 y 70%, con las dosis de 0.5, 1 y 2 g/kg, respectivamente. La
actividad hipoglucemiante producida por la dosis de 2 g/kg provocé hipotermia,
letargo y palidez en los animales, por lo que a este grupo se le aplicé p.o. solucién

glucosada al 50%, para evitar su muerte. EM-7 a la dosis de 0.5 g/kg s6lo indujo
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hipoglucemia a las 4 horas con una disminucién del 57%; el efecto mas importante
se observo con la dosis de 1 g/kg al reducir la concentracion plasmatica de glucosa
un 72%, a las 4 horas después de su administracion; la dosis de 2 g/kg disminuyo la

glucemia en 49 y 65 % a las 2 y 4 h, respectivamente (Fig. No. 13).

@0 o2h@m4dh
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40

Glucemia (mg/dl)

i
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T — il

Vehiculo  Insulina EM-6 (0.5) EM-6 (1.0) EM-6 (2.0) EM-7 (0.5) EM-7 (1.0) EM-7 (2.0)

Extracto
Figura No. 13 Glucemia posterior a la administracién i.p. de 1g/kg de las fracciones acuosa Il (EM-6) y
soluble en metanol (EM-7) de C. obtusifolia en ratones sanos. Los resultados se expresan como el

promedio x D.E. n=8. *=p <0.05 prueba de t.

EM-7 fue separado en sus componentes mediante CC RP-18, obteniéndose cuatro
fracciones (A, B, C, D), de las cuales la menos polar (EM-7D) fue la unica que no
mostré actividad hipoglucemiante. Una vez mas, la fraccion de mayor polaridad, EM-
7A, promovié una actividad hipoglucemiante del 50% a las 4 horas; la disminuciones

al mismo intervalo para EM-7 B y C fueron del 49% (Fig. No. 14).
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Figura No. 14 Glucemia posterior a la administracion de 0.5 g/kg del extracto metandlico (EM-2) o las
fracciones EM7 A, B, C y D de C. obtusifolia en ratones sanos. Los resultados se expresan como el

promedio £ D.E. n=6. *=p <0.05 prueba de t.

8.2 EXTRACTO ACUOSO

El rendimiento del extracto acuoso fue del 8.5%. De acuerdo a la seccion 7.2.1.B
(Fig. No. 10), la evaluacion biologica se inici6 administrando a los grupos
experimentales i.p., 0.5 g/kg de peso de los extractos; acuoso integro (EA-1), o las
fracciones de acetato de etilo (EA-2), acuosa Il (EA-5) o soluble en metanol (EA-6).
La fraccion de menor polaridad, EA-2, no produjo efecto hipoglucémico; en contraste,
EA-1, 5 y 6 disminuyeron la concentracion plasmatica de glucosa con valores de 31,
41y 17% respectivamente (Fig. No. 15).

Con base en la disminucion en la glucemia observadas en las fracciones EA-5y 6, se
probd su efecto a dosis de 0.25 y 0.5 g/kg de peso, para establecer tendencias en la
actividad biolégica, EA-1 y 5 (ambos solubles en agua) provocan hiperglucemia en
ambas dosis, a las 2 h, EA-6 disminuye un 19% la glucemia unicamente a la dosis de

0.25 g/kg de peso, sin efecto hiperglucémico (Fig. No. 16).

59



Resultados

Cecropia obtusifolia

(7.2 Kg) Maceracion en Agua

Extracto Acuoso Material Vegetal
(E':“ ) Particion AcOEtH:0
| |

Fraccion de Fraccién
Acetato de Etilo Acuosa |
(EA-2) (EA-3)

Fraccion Butanolica Fraccion Acuosa |l

Extraccion con n-Metanol (EP;-4) (EA-5)
I |
Fraccion Fraccion
Soluble en Metanol Soluble en Agua
(EA-6) (EA-T)
CC-RP18 CC-RP18
H>0:Me-OH H20:CH3CN
EA6 EA7
(ralv) (A, B, C)

Figura No. 10 Separacion biodirigida del extracto acuoso de C. obtusifolia.
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Figura No. 15 Glucemia posterior a la administraciéon de 0.5 g/kg del extracto acuoso (EA-1) o las
fracciones, de acetato de etilo (EA-2), acuosa Il (EA-5) y soluble en metanol (EA-6) de C. obtusifolia en

ratones sanos. Los resultados se expresan como el promedio + D.E. n=6. *= p <0.05 prueba de t.
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Figura No. 16 Glucemia posterior a la administracion de diferentes dosis del extracto acuoso (EA-1) o
las fracciones acuosa Il (EA-5) y soluble en metanol (EA-6) de C. obtusifolia en ratones sanos. Los

resultados se expresan como el promedio * D.E. n=6. *= p <0.05, prueba de .

EA-6 fue separada por medio de una CC RP-18, las fracciones obtenidas fueron
etiquetadas como EA-6 A, B, C y D, las cuales fueron valoradas en diferentes grupos
de animales sanos, sin que se observara el efecto bioldégico cuantificado (Fig. No.
17).

A partir de la fraccion soluble en agua (EA-7), por CC RP-18 se obtuvieron las
reuniones denominadas EA-7 A, B y C, las cuales fueron igualmente probadas,

unicamente EA-7B disminuyo6 en 24% la glucemia (Fig. No. 18).
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Figura No. 17 Glucemia posterior a la administracién de 0.5 g/kg del extracto acuoso (EA-1) 0 0.3 g/kg
de la fraccion soluble en metanol (EA-6) y EA-6 A, B, C y D de C. obtusifolia en ratones sanos. Los
resultados se expresan como el promedio * D.E. n=8. *=p <0.05, prueba de t.
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Figura No. 18 Glucemia posterior a la administracion de 0.4 g/kg de las fracciones EA-7, A, By C de
Cecropia obtusifolia en ratones sanos. Los resultados se expresan como el promedio + D.E. n=8.
*=p <0.05 prueba de t.
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8.3 AISLAMIENTO DE COMPUESTOS

A partir del extracto metandlico se aislé una mezcla de azucares, identificados por su
analisis en CG-MS como myoinositol (8), glucosa (7), y acido arabinénico (9), acido
9-hexadecendico (10), glucésido del acido absisico (12) y friedelina (11) (Fig. No.
19).

La separacion cromatografica del extracto acuoso permitié el aislamiento y
caracterizacion del glucésido de B sitosterol (1) y su aglicona (2), estigmasterol (3) y
los acidos ursdlico (4) oleandlico (5) y bassico (6) (Fig. No. 19).

Con excepcion del acido bassico (6), todos los compuestos fueron caracterizados por
comparaciéon directa por CCF y punto de fusién mixto, con muestras auténticas
disponibles en el laboratorio. El acido bassico fue determinado por medio del analisis
e interpretacion de sus constantes fisicas y datos espectroscépicos (datos no

mostrados).

8.4 TOXICIDAD AGUDA

Los resultados de la prueba aguda de toxicidad indicaron que para el extracto
metandlico de C. obtusifolia a una dosis de 3 g/kg de peso corporal v.0., no existe
mortalidad ni modificacion de los parametros evaluados, por lo que presenta
toxicidad clase 4, es decir, practicamente inocua de acuerdo a los criterios de la
OECD. EI analisis histolégico indicé una morfologia homogénea y normal en todos

los érganos estudiados.

63



Resultados

0CH

8)

Figura No 19 Compuestos aislados a partir de C. obtusifolia. A Extracto acuoso 1) Glucosido de B
sitosterol 2) 3 sitosterol 3) estigmasterol, acidos 4) ursdlico, 5) oleandlico y 6) bassico. B Extracto
metandlico 7) glucosa, 8) myoinositol, 9) acidos arabindnico y 10) hexadecendico, 11) friedelina, 12)

glucésido del acido absisico.
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8.6 ESTUDIO CLINICO

En el estudio clinico se incluyeron en total 43 pacientes diabéticos con pobre control
metabdlico, de acuerdo al European NIDDM policy group, el ensayo fue controlado y
cegado tanto para los pacientes como para los médicos. Las caracteristicas

generales de los participantes se observan en la Tabla No. 11.

Tabla No. 11 Caracteristicas generales de los pacientes al inicio del estudio clinico. IMC (indice de

masa corporal), TAS (tension arterial sistdlica), TAD (tension arterial diastolica).

C. obtusifolia (n = 22) M. vulgare (n = 21) ANOVA

Dar: p
arametro Promedio  ES 95% IC Promedio  ES 95% IC

Edad 5068 157 47395396 5076 174 4711 5440 0.97
Peso(kg) 66.81 176 63.12 70.49 65.12 237 60.15 70.08 0.57
IMC (kg/m?) 2823 078 26.58 29.87 27.01 0.76 2541 28.60 0.28
Glibenclamida

(mg/dia) 1340 089 1153 15.26 13.80 096 11.79 15.80 0.77
TAS (mm Hg) 124 54 205 12027 12880  126.42 258 121.03 131.80 0.56
TAD (mm Hg) 7772 176 7405 8138  81.66 163 7825 85.06 0.10

Como se muestra en la Tabla No. 12 la administraciéon como coadyuvante, durante
21 dias, del fitofarmaco elaborado con C. obtusifolia disminuyé en un 15% la
glucemia basal de las personas que lo ingirieron; del mismo modo, disminuyo la
concentracion plasmatica de colesterol total en 14.6% y la de triglicéridos 42%
(ANOVA p<0.02). Asimismo, en el grupo tratado con M. vulgare la hiperglucemia en
ayuno disminuy6 0.6%, la hipercolesterolemia 4.8% vy la hypertriglyceridemia 5.8%.
La concentracion plasmaticas de urea, creatinina y acido urico asi como el IMC, peso
corporal y tension arterial no se afectaron durante o al término del tratamiento con el

fitofarmaco de C. obtusifolia o M. vulgare.
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Tabla No. 12 Efecto sobre diversos parametros metabdlicos producido por la administracion, durante 21

dias, del fitomedicamento de C. obtusifolia y M. vulgare en pacientes con DM2 descontrolada. Los

resultados se expresan en mg/dl.

Grupo Antes del Tratamiento Después del Tratamiento Diferencia ANgVA
C. obtusifolia
media DE 95%IC media DE 95%IC media DE 95%IC
n=22
Glucemia 250.94 11.88 226.22 275.65 212.65 13.60 226.22 275.65 38.28 1320 10.80 65.75 <0.02
g&:ﬁ; 241.27 17.77 204.31 278.22 206.00 11.03 183.04 22895 3527 1210 10.08 60.45 <0.0001
Triglicéridos 340.50 122.03 86.71 594.28 197.48 25.17 14511 249.84 143.01 112.25 -90.43 376.45 <0.02
Urea 2585 143 2287 2882 2484 158 2153 28.14 101 115  -139 341 <0.0002
Creatinina 070 0.02 063 076 0.71  0.02 0.66 0.75 001 002 -0.06 004 <0.003
Acido trico 348 032 280 415 365 0.28 3.06 4.23 017 016  -0.52.0.18 <0.0001
M. vulgare
n=21
Glucemia 25216 13.85 223.25 281.06 250.53 13.15 223.09 277.96 162 1093 -21.11 2435 <0.001
ggl:gtltjar;gl 204.80 10.92 182.01 22758 196.23 7.81 179.93 21252 857 716 -6.37 2351 <0.001
Triglicéridos 151.13 10.68 128.84 173.41 14239 13.95 113.28 17149 873 945 -10.98 28.44 <0.001
Urea 2890 139 2598 31.81 2997 164 2654 3339 106 156 -432220 <0.02
Creatinina 079 0.03 0.72 0.85 073 0.03 0.65 0.80 005 003 -0.01 011 <0.004
Acido trico 306 023 2.57 3.54 310 0.23 2.61 3.58 003 013 -0.31025 <0.001
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IX. DISCUSION

De acuerdo con los ensayos biolégicos utilizados para establecer el efecto
hipoglucémico de C. obtusifolia, se confirmé que los extractos metandlico y acuoso
disminuyen significativamente la glucemia en animales sanos en ayuno.

Los compuestos responsables de la actividad hipoglucemiante de C. obtusifolia son
de una alta polaridad e inducen un mayor efecto con respecto al extracto integro, sin
hiperglucemia inicial, en las fracciones solubles en agua EM-6 (72% de disminucion
después de 4 h) y EA-5 (45% de disminucion a las 4 h), ambos administrados en
dosis de 0.5 g/kg de peso. Las fracciones purificadas que conservaron la actividad
hipoglucemiante corresponden a la separacién cromatografica de las fracciones,
soluble en metanol (EM-7) y soluble en agua (EA-7). EM-7 disminuy6 en 57% la
concentracion de glucosa, 4 h después de su administracion (0.5 g/kg); por su parte,
EA-7 provoco una hipoglucemia del 46%, a las 4 horas de ser administrado a una
dosis de 0.3 g/kg. Sin embargo, la separacion de estas fracciones indujo una
disminucién en el rango de 48 a 50% en el caso de EM-7 A, By C, alas 4 h de su
administracién y a una dosis de 0.5 g/kg. EA-7 B disminuy6 la glucemia, a las 4
horas, s6lo 24% al ser administrada a dosis de 0.4 g/kg.

Es importante sefialar que el AC puro (Sigma C-3878 y C4,420-6) no disminuy6 la
hiperglucemia al ser administrado oralmente, en ratas o ratones pretratados con STZ
o aloxana, respectivamente, en dosis de 10 6 20 mg/kg, (datos no mostrados) de
acuerdo a lo reportado por Andrade-Cetto y Wiedenfeld (2001). EI hecho refuerza la
hipotesis de que a menor complejidad en las fracciones, menor la actividad

hipoglucemiante inducida. Asimismo, es posible que los compuestos reportados por
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dichos autores no se encontraran totalmente puros, de forma que aun se observé
efecto hipoglucémico.

Si bien los compuestos identificados —f3 sitosterol y su glucésido, estigmasterol, los
acidos ursdélico, oleandlico, hexadecendico, arabinonico y bassico, el glucésido del
acido absisico, la friedelina y el myoinositol- no fueron evaluados con respecto a su
efecto hipoglucémico, en la mayoria de ellos se cuenta con evidencia de interesante
actividad farmacoldgica diversa, incluso en pruebas clinicas, como se describe
posteriormente.

En los vegetales, el R sitosterol y el estigmasterol constituyen los principales y mas
abundantes esteroles. El R sitosterol asi como su glucdsido, son atrapadores de
radicales libres y disminuyen la peroxidacion en lipidos (van Rensburg, 2000). Se ha
demostrado también una importante actividad protectora contra ulceras gastricas en
un modelo murido, los autores proponen que el mecanismo de accidon podria
involucrar la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas (Navarrete et al., 2002). La
actividad inmunomoduladora incluye la promocién de la proliferacion de células T
estimuladas con dosis subefectivas de fitoalexinas. Tal actividad se potencia cuando
[ sitosterol y su glucésido se combinan, aumentando la excrecién de IL-2 e interferon
y. Por otro lado, se ha reportado la actividad hipoglucemiante y sinérgica del
sitosterol y estigmasterol (p.o.) en ratas pretratadas con aloxana. Con una
dosis de 100 mg/kg de una mezcla 66-34%, la glucemia disminuyd 83% (Jamaluddin
et al., 1994). En pacientes moderadamente hipercolesterolémicos, la ingesta de 10 g
de un preparado de proteina de soya: B sitosterol (4:1), durante 40 dias, disminuyd
15% la relacién LDL-C (Cicero, et al., 2002). En otro reporte de un ensayo clinico en

condiciones de hipercolesterolemia severa, la adicién de R sitosterol a un tratamiento
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con lovastatina disminuyé en mayor grado las concentraciones de colesterol y LDL,
con respecto a pacientes tratados unicamente con lovastatina, (Werner et al., 1996).
También se ha reportado actividad antiinflamatoria y antipirética del 3 sitosterol
(Gupta et al., 1996).
El estigmasterol se ha reportado como compuesto mayoritario, ademas del
escualeno y [ sitosterol, en la especie con actividad hipoglucemiante vy
antiinflamatoria Sideritis taurica (Aboutabl et al., 2002). Igualmente, se ha encontrado
efecto hipoglucémico sinérgico entre estigmasterol y [ sitosterol en ratas
aloxanisadas (Jamaluddin et al., 1994). Este compuesto funciona como
antiinflamatorio en modelos muridos (Capasso et al., 1983; Gémez et al., 1999),
también se ha reportado efecto citotoxico a partir de la inhibicidon de la ATPasa
Na’/K" en células hiperplasicas (Hirano et al., 1994); Andrikopoulos y colaboradores
(2002) reportaron que el estigmasterol, entre otros, disminuye la oxidacion en LDL
inducida por Cu™.
El acido 9-hexadecendico (palmitolénico) ha sido reportado en diversas especies de
bacterias del género Nocardia (N. asteroides, N. brasiliensis, N. lurida y N. rugosa)
(Bordet y Michel, 1963). En un estudio en el que se implantaron células tumorales de
Ehrlich en ratones, el acido prolongé la sobrevivencia a dosis de 37.5-150 mg/kg/dia
durante 10 dias; asimismo, el tratamiento disminuyd significativamente el patrén
lipidico de las células tratadas (Ito et al., 1982). Hayatsu et al., (1988) menciona al
acido palmitoléico como antimutagénico.
El &cido ursdlico (AU), un triterpeno pentaciclico, ha sido aislado de muchas especies
vegetales como Eriobotrya japdnica, especie con actividad hipoglucemiante (Choi et

al., 2000). AU mostré efecto preventivo al fotoenvejecimiento dérmico (Lee et al.,
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2003) y antioxidante, al prevenir la aparicién de cancer quimico y de piel en ratones
(Slaga 1995, a,b) y cancer de prostata (Subbaramaiah, 2000). Ha funcionado
también como antagonista de TGF-1, lo cual esta relacionado con actividad
antiproliferativa (Murakamia, 2004). Mizushina et al., (2000) demostraron que AU
inhibe selectivamente las DNA polimerasas a y b asi como las topoisomerasas | y |l
humanas. La actividad antiinflamatoria es reportada por Subbaramaiah (2000), asi
como la estimulacion de la produccion de NO y TNF a, lo cual explica en parte la
actividad antitumoral e inmunomoduladora referidas (Youa HJ, et al., 2001).
Cardenas y colaboradores (2004), reportan el efecto del AU en diferentes etapas
importantes de la angiogénesis in vitro; asi, inhibié la proliferacion, migracién y
diferenciaciéon de células endoteliales, aunque al mismo tiempo promovid la
degradacion de la matriz extracelular; también inhibe selectivamente la apoptosis
(Choi et al., 2000). Se han reportado ademas efectos antimicrobianos, antivirales
(Sattar et al., 1995) y anti Candida (Zaletova et al., 1987).

El acido oleandlico (AO) es el isébmero del AU, en un reporte reciente Shih et al.,
(2004) establecen que AO disminuye con una relacién dosis-dependiente la toxicidad
provocada por kainato en cultivos primarios de hipocampo de rata, manteniendo el
potencial de membrana mitocondrial, disminuyendo y atrapando radicales libres y
modulando al receptor AMPA. Por otro lado, Rodriguez y colaboradores, (2003)
reportan que el AO promueve la recuperacidon de lesiones gastricas cronicas
provocadas por acido acético en animales experimentales.

En pruebas en las que se utilizaron tanto AU como AO se encontré una potente
actividad hipoglucemiante, antihiperlipemiante (antiaterosclerética) y antioxidante en

ratas hipertensas espontaneas e insulino resistentes, de la cepa DSS (Dahl Salt-
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sensitive), de tal forma que su administraciéon después de un tratamiento diario por 6
semanas (i.p., 60 mg/kg), normalizé todos los parametros metabdlicos cuantificados
(glucemia, concentracion de HDL y LDL, triglicéridos, glutation peroxidasa y
superoéxido-dismutasa) (Somova et al., 2003a), Los mismos autores, utilizando un
disefio experimental similar, reportan ademas un efecto diurético, natriurético y
salurético que dan por resultado actividad antihipertensiva (Somova et al., 2003b).
Del mismo modo AO y AU muestran efectos inhibitorios a reacciones catalizadas por
enzimas del complejo del citocromo P-450 en microsomas hepaticos humanos; el
citocromo P-450 participa en diversas acciones, desde el metabolismo de acidos
grasos, colesterol y esteroides, asi como la transformacién y detoxificacién de
farmacos diversos, carcindégenos y otros xenobidticos (Kim et al., 2004). Se ha
reportado también a estos compuestos como inhibidores del crecimiento en etapa de
promastigote de Leishmania a una Clsg de 27 ug/ml en el caso del AU y de 11 ug/mli
para AO (Torres-Santos et al., 2004). Somova y colaboradores, (2004), reportan que
los productos son cardioténicos y antidisritmicos con un efecto similar al propanolol,
por lo que es probable que funcionen como antagonistas B adrenérgicos. Se ha
demostrado, en ratones, una importante actividad inmunoestimuladora sin efectos
adversos, en los que se incrementd la cantidad de glébulos blancos y el conteo y
diferenciacién de células madre totales en médula espinal, ademas, aumento el
numero de células a estereasa positivas, los anticuerpos circulantes y en bazo, y
disminuyd la reaccion de hipersensiblidad (Raphael y Kutan, 2003).

El triterpeno insaturado denominado acido bassico, ha sido reportado como un
producto comun en sapotaceas (Nobrega, et al., 1985). EI compuesto, aislado de

Bumeli sartorum, incremento significativamente la captacidon de glucosa y la sintesis
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de glucégeno en diafragma aislado de rata; también se reportd la actividad
hipoglucemiante en animales pretratados con aloxana, modificando la glucemia en
pruebas de curso temporal y curva de tolerancia, en estos mismos animales aumento
la concentracion de insulina, por lo que es posible que actue como secretagogo
(Ramnath et al., 1991).

De la friedelina, se ha reportado actividad antitumoral en las lineas celulares
humanas U251 (SNC) y PC3 (prostata) (Reyes-Chilpa et al., 2004).

Por otro lado, el myoinositol funciona en el metabolismo como fosfatidilinositol, el
cual desempena un papel estructural en las membranas, es fuente de acido
araquidénico para la biosintesis de eicosanoides y por si mismo, es un mediador de
respuestas celulares diversas. Se ha reportado que fosfoglicanos de inositol
provenientes de Plasmodium yoelii inducen hipoglucemia hasta a las 6 horas de su
administracion en animales sanos o con hiperglucemia moderada por la
administracion de STZ, Elased (2001) y su equipo postulan que estos productos
podrian actuar como segundos mensajeros en la accién de la insulina. Un derivado
del myoinositol, D-myoinositol-1,2,6-trisfosfato (PP56), al ser coadministrado con el
neuropéptido Y (NPY) inhibe la secrecién de insulina en células 3 pancreaticas
(Ahrén, 1992).

Del &cido absisico o sus derivados no se ha establecido relacién con actividad
hipoglucemiante; sin embargo, es posible que moléculas de este tipo, al ser
fitorreguladores, actuen como sefiales moduladoras del metabolismo en mamiferos.
La glucosa es la fuente energética principal y el precursor biosintético mas
importante en los vegetales y al igual que en los animales, se almacena y moviliza

bajo controles hormonales. Es asi que se ha demostrado que los fitorreguladores,
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acido 3-indolacético, el L-triptofano y el acido p-clorofenoxiacético, inhiben la
insulinasa in vitro, in vivo inducen hipoglucemia en ratas sanas. Productos del
metabolismo vegetal como los acidos nicotinico y antranilico inhiben la insulinasa e
incrementan simultaneamente la accién de insulina administrada (Alvarez, 1998).
Con respecto al efecto sobre la concentracion de lipidos observada en los pacientes
diabéticos, existen algunas especies con actividad hipolipemiante reportada, como
Hibiscus rosa sinensis cuyos extractos, obtenidos a partir de estructuras florales,
reducen tanto la concentracién de colesterol como la de triglicéridos en ratas
pretratadas con STZ (Sachdewa and Khemani, 2003); los extractos acuosos de
Eugenia uniflora mejoran la hipertrigliceridemia (Arai et al., 1999); el guggulipido un
preparado ayurvédico de Commiphora mukul, disminuye el colesterol en humanos
(Urizar et al., 2002). Momordica charantia y Ginseng spp producen efecto
hipolipemiante e hipotrigliceridemiante. Por otro lado, se ha demostrado actividad
hipolipemiante de la pectina, de la que ademas se ha sefialado que incrementa la
excrecion de acidos biliares.

Los mecanismos posibles para explicar el efecto hipolipemiante son: a) la inhibicion
de la absorcién del colesterol, como en el caso del ezemitibe (van Heek et al., 2001),
b) accion o efecto similar a estatinas, c) inhibicion del receptor de acidos biliares
(Urizar et al, 2002), d) el aumento en la transformacion del colesterol a sales biliares
y su final excrecién e) la estimulacion de la actividad de la 3-hydroxy-3-metilglutaril
coenzima A reductasa (Baker, 1994). La actividad hipotrigliceridemiante en particular
puede explicarse por mecanismos tipo fibratos como a) aumento en la lisis de
lipoproteinas b) la induccién en la asimilacién de acidos grasos por el higado, asi

como la disminucion de la lipdlisis hepatica, c) la disminuciéon de LDL por aumento de
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su catabolismo y d) aumento en la expresion y produccién de HDL (Staels et al.,
1998).

Con respecto a los compuestos aislados, dado su diverso e interesante conjunto de
actividad bioldgica, podrian ser utiles farmacoéforos para el desarrollo de agentes
alternos hipoglucemiantes e hipolipemiantes, entre otros, y de gran utilidad
particularmente para el manejo del sindrome dismetabdlico el cual afecta al 21.4% de
la poblacién mexicana, de acuerdo con criterios diagnosticos del National Colesterol
Education Program (Aguilar-Salinas et al., 2004).

Dado que las pruebas toxicoldégicas en roedores indican que el extracto aun
administrado en dosis de 3 g/kg es inocuo y ya que la especie es utilizada de manera
cotidiana por la poblacién, la administracién de C. obtusifolia es segura.

La infusion preparada a partir del fitofarmaco estandarizado de C. obtusifolia, mostré
ser terapéuticamente segura ya que la tasa de efectos secundarios, leves y
pasajeros, fue menor a la obtenida con el extracto de M. vulgare, utilizado como
placebo. La actividad biolégica del fitomedicamento incluye los efectos
hipoglucémico, hipotrigliceridémico e hipocolesterolémico. La concentracién de
colesterol en el grupo tratado con el fitofarmaco alcanzé niveles plasmaticos de 206
mg/dl, cercanos al ideal de 200 mg/dl. Compuestos del tipo de las glitazonas tienen
la habilidad de disminuir la concentracién de colesterol total; este efecto, como ha
sido ampliamente demostrado en la literatura, disminuye el riesgo para la aparicién
de complicaciones microvasculares y cardiacas que se encuentran a su vez entre las

mas graves y preocupantes consecuencias del sindrome.
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X. CONCLUSIONES

Con base en los ensayos en los que se evalud la actividad biolégica de la especie

vegetal Cecropia obtusifolia Bertol. se concluye que:

1)

Los extractos metandlico y acuoso poseen actividad hipoglucemiante en ratones
sanos.

La actividad hipoglucemiante de las fracciones solubles en agua (EM-6 y EA-5)
son superiores a las observadas al administrar las fracciones de mayor pureza.
Las fracciones de mayor polaridad del extracto metandlico no inducen actividad
hiperglucemiante, a diferencia del extracto integro.

La administracion, p.o. de 3 g/kg de peso corporal, del extracto metandlico en
ratones no indujo efectos toxicos.

Se demostro la presencia de los acidos ursélico, oleandlico y bassico, ademas de
estigmasterol, B sitosterol y su glucésido, y acido clorogénico como compuestos
mayoritarios del extracto metandlico.

Fueron identificados los &acidos arabindnico, 9-hexadecendico, glucosa,
myoinositol, friedelina, y el glucésido del acido absisico, como constituyentes
mayoritarios del extracto acuoso.

El fitofarmaco formulado a partir del extracto acuoso de C. obtusifolia y
estandarizado en acido clorogénico disminuyd significativamente la hiperglucemia

en ayuno de pacientes con DM2, después de su administracion por 21 dias.
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8) EI fitofarmaco elaborado con C. obtusifolia, ademas de actividad
hipoglucemiante, presentd interesantes efectos hipolipemiantes en pacientes

diabéticos con pobre control metabadlico.
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Xl. PERSPECTIVAS

+ Estandarizar el material vegetal de C. obtusifolia con base en su contenido de

acido clorogénico y alguno(s) mas de los compuestos mayoritarios aqui
identificados.

Establecer una parcela experimental con material obtenido por
micropropagacion y evaluar la actividad hipoglucemiante de los individuos
generados.

Disefar un estudio estacional con ejemplares adaptados de C. obtusifolia para
evaluar la produccion de los compuestos en los que se estandarizara el
fitofarmaco y elegir la mejor época y condiciones de colecta.

Realizar un estudio toxicolégico de administracion crénica del material vegetal
generado en la parcela experimental.

Disenar un estudio clinico con un extracto estandarizado en por lo menos 2
compuestos mayoritarios de C. obtusifolia en el que se evalue el efecto del
fitofarmaco sobre diversos parametros del metabolismo de lipidos, en
pacientes con diabetes tipo 2.

Dilucidar los mecanismos subyacentes a la actividad hipolipemiante de los

extractos de C. obtusifolia.
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Anexos

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO. (ANEXO))

Lugar y fecha

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacion clinica titulado
“EFECTO HIPOGLUCEMICO DE LAS ESPECIES VEGETALES Manrrubio y Guarumbo
EN PACIENTES CON DIABETES MELLITUS TIPO 2 DESCONTROLADA” registrado

ante el Comité Local de investigacion con el nimero . El objetivo de este

estudio es comparar el efecto hipoglucémico del, Cecropia obtusifolia y Marrubium vulgare
(placebo) en pacientes con Diabetes mellitus tipo 2 descontrolada.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes,
molestias y beneficios derivados de mi participacion en el estudio, donde se me explicé que no
se han documentado efectos adversos con la administracion de estos y el beneficio es tratar de
llevar la glucosa a un nivel lo mas cercano a lo considerado normal.

El investigador principal se ha comprometido a darme informacién oportuna sobre cualquier
procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi tratamiento, asi como a
responder cualquier pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los
procedimientos que se llevaron a cabo, los riesgos, beneficios y cualquier otro asunto
relacionado con la investigacion o con mi tratamiento.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo
considere conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que recibo del Instituto.

El investigador principal me ha dado seguridades de que no se me identificard en las
presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados con
mi privacidad seran manejados en forma confidencial. También se ha comprometido a
proporcionarme la informacion actualizada que se obtenga durante el estudio, aunque ésta

pudiera hacerme cambiar de parecer respecto a mi permanencia en el mismo.

Nombre y firma del paciente. Nombre, matricula 'y firma del
investigador principal.

Testigo (Familiar responsable). Testigo
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Abstract

Cecropia obtusifolia and Marrubium vulgare have been widely used in Mexican traditional medicine for the control of
type 2 diabetes. In order to evaluate the clinical effect produced by the aqueous extract from these species on type 2
non-controlled diabetes mellitus, a total of 43 outpatients were included. Based on the European NIDDM (policy
group) criteria, only patients with poor response to the conventional treatment were selected. All patients maintained
their medical treatment and also received a prepared infusion of the dry leaves of the plant treatment for 21 days . In a
double-blind manner, the patients were randomly grouped as follows: 22 patients were treated with C. obtusifolia and
21 with M. vulgare. The fasting blood glucose values were reduced by 15.25% on patients treated with C. obtusifolia,
while cholesterol and triglycerides were decreased by 14.62% and 42.0%, respectively (ANOVA p < 0.02). In the case
of patients treated with M. vulgare, the plasma glucose level was reduced by 0.64% and cholesterol and triglycerides by
4.16% and 5.78%, respectively. When the results were compared between groups, significant differences in glucose and
cholesterol diminution were found. The obtained results showed that the infusion prepared with the leaves of C.
obtusifolia (containing 2.99 +0.14 mg of chlorogenic acid/g of dried plant) produced beneficial effects on carbohydrate
and lipid metabolisms when it was administered as an adjunct on patients with type 2 diabetes with poor response to
conventional medical treatment.
© 2004 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Keywords: Diabetes mellitus type 2; Cecropia obtusifolia; Marrubium vulgare; Antilipemic agent; Hypoglycemic agent

double in 10 years. In Mexico, DM affects 8.2% of the
population between 20 and 69 years old, and has the
first place of mortality between chronic degenerative

Introduction

Type 2 Diabetes mellitus (DM) is one of the most

common illnesses in the world. Worldwide, approxi-
mately 120 million people have diabetes and that could

*Corresponding author. Tel.: +52-777-361-21-94; fax: +52-777-
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E-mail address: armandoha_mx@yahoo.com.mx (A. Herrera-
Arellano).
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diseases and represents 16.7% of deaths (Secretaria de
Salud, 2000).

DM is the main factor responsible for renal failure,
blindness, and non-traumatic amputations; the associa-
tion between type 2 diabetes with poor metabolic
control and the high incidence of mortality due to
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cardiovascular illness and nephropathy has been well
demonstrated. Nevertheless, the adequate control of
plasma glucose concentrations prevent micro-vascular
complications. For these reasons the principal objectives
of medical treatment in patients with DM the metabolic
control (Donnelly et al., 2000).

The plant species Cecropia obtusifolia Bertol. com-
monly known as “guarumbo’ and Marrubium vulgare
L. popularly known as “marrubio” have been widely
used in Mexican traditional medicine for the treatment
of DM (Argueta et al., 1994). Previously, extracts
prepared from leaves of C. obtusifolia have shown
different pharmacological properties: hypoglycemic,
antihypertensive, anti-inflammatory, analgesic, muscle
relaxant and CNS depressant (Salas et al., 1987; Roman
et al., 1991; Perez-Guerrero et al., 2001). The hypogly-
cemic effect was demonstrated in rabbits and strepto-
zotocin-induced diabetic rats. Recently, the flavone
isoorientin as well as chlorogenic acid were identified
as the main constituents in water and butanolic extracts
(Andrade-Cetto and Wiedenfeld, 2001). With relation to
M. wvulgare, it has been reported that leaf extracts
possess vasorelaxant, antioxidative, antiinflammatory,
hypotensive, antispasmodic, antinociceptive, and hypo-
glycemic effects (El Bardai et al., 2003; VanderJagt et
al., 2002; Sahpaz et al., 2002; El Bardai et al., 2001; De
Jesus et al., 2000). The hypoglycemic effect was
demonstrated in rabbits and alloxan-induced diabetic
rats (Roman et al., 1992; Novaes et al., 2001).

The main objective of the present work was to
determine the effect produced by the oral administration
of the aqueous extracts, prepared with the dried leaves
from these plants, as adjunct treatment on type 2
diabetes.

Materials and methods

The current study is a randomized, double-blind and
controlled clinical trial. The patients were informed
about the benefits and possible risks of the study; they
could withdraw at any time during the trial for any
personal reason, or if he or she developed an adverse
reaction to the treatments. Signed informed consent was
subsequently obtained from each patient. The Institu-
tional Ethical Committee approved the study.

Inclusion criteria

Outpatients from either sex with diagnosis of type 2
diabetes, with not more than 5 years evolution (30-60
years old) were selected. All patients must be under
medical treatment, but showing fasting blood glucose
> 140 mg/dl, independently of cholesterol and triglycer-
ides level.

Exclusion criteria

Patients affected by diabetic complications or with
clinical and biochemical data of nephropathy were not
accepted. Also excluded were pregnant women, patients
with diagnosis of gestational diabetes, insulin-dependent
or type I diabetics, people who needed to travel
frequently, and hospitalized patients.

Plant material and drug preparation

During the summer of 1999 the fresh leaves from C.
obtusifolia Bertol (Cecropiaceae) were collected from
near Xalapa, Veracruz (Mexico) and M. wvulgare L.
(Labiatae) on Coajomulco, Morelos (Mexico); both
were collected in a single occasion. The material was
authenticated by Dr. Abigail Aguilar, IMSSM Herbar-
ium Director, for which sample vouchers were stored for
reference under the code numbers 13599 and 13601,
respectively. For two weeks the leaves were dried under
environmental temperatures and protected from direct
light, and then milled. For blinding reasons, all plant
materials (C. obtusifolia and M. vulgare) were packed
individually into one gram filter-paper envelops, with
identical presentation and identified as treatments A and
B. The codes were open only at the end of the clinical
evaluations. Ethylene oxide was used for sterilization.
The chromatographic analysis of the utilized infusions
(see below) showed the presence of chlorogenic acid only
in the C. obtusifolia extract (2.99+0.14mg/g of dried
plant).

Determination of chlorogenic acid content

Four infusions of each treatment were separately
filtrated, and then dried with a rotary evaporator under
reduced pressure. Once dry all products were defatted
consecutively with 10 ml of hexane and 10 ml of chloro-
form. The final residues were dissolved in 20ml of
methanol and analyzed on a Merck Hitachi HPLC
system, with an AS-2000A autosampler, an L-6200A
intelligent pump system controller (DAD System
Manager Software) and an L-4500 diode array detector.
The samples were evaluated using a Chromolith RP-18e
column 100 x 4mm (Merck) at 25°C with an isocratic
mobile phase of H;PO4; (pH=2.5):CH;CN:McOH
(90:5:5), a flow rate of 1.4ml/min and detection at
255nm. The injection volume was 50 pl. The retention
time of chlorogenic acid (C3878-Sigma) was 5.5 min.

Calibration curve

A standard solution was prepared using authentic
chlorogenic acid from Sigma. Calibration curve was
constructed with dilutions of 20, 40, 80 and 160 pg/ml in
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methanol. A volume of 50 ul was injected and calibra-
tion curve was based on peak areas of the HPLC
chromatograms. The calibration curve showed an R? of
0.996.

Adjunct treatment

All patients continued their medical treatment and
dietary plan prescribed by their physician. In all cases
the conventional drug prescribed was glibenclamide at
dosage different.

Study design

A total of 43 patients from primary medical care of
the IMSS General Hospital in Morelos, Mexico, were
recruited during the last six months of 1999. Based on a
random numbers table, the patients were distributed in
one of the two treatment groups. They were informed
and instructed about the normal procedure for drug
preparation. Immediately before administering the drug,
the patients were to prepare an infusion by introducing
one of the envelops in a cup boiling water for 5Smin. For
21 days this procedure was done three times a day,
before every meal.

Before beginning and after finishing the treatment, the
fasting determination of glucose, cholesterol, triglycer-
ides, urea, creatinine and uric acid in blood were done.
All biochemical determinations were done in an auto-
matic equipment (Autolab) with standardized techni-
ques by a certified external laboratory. In order to detect
adverse reaction, the patients were evaluated every 7
days. An inquiry was done, which included questions
about 50 collateral effects and 5 grades of severity
(patients could indicate any other side effect). In order
to detect any possible complication, at the end of the
first and second week of treatment, the fasting blood
glucose was determined (by the research group) in all
patients by using an electronic portable equipment and
blood glucose electrodes (Precision Plus electrodes,
Medisense Laboratories). Every week the treatment
adherence was evaluated by counting the used dosages.
When the treatment produced a decrease in the basal
concentration of glucose, cholesterol or triglycerides by
at least 25%, it was considered effective.

Statistical analysis

In order to determine the statistical significance of
results, an analysis of variance (ANOVA) was applied in
two ways. For the analysis of side effects as well as
efficacy differences between treatments, a X2 test was
done. Finally, the regression analysis was used for
evaluating the effect of other variables—such as: gender,
and body mass index (BMI)—upon the biochemical

variables. Values of p<0.5 were considered statistically
significant.

Due to the lack of previous clinical data for the plants
under study, no power calculation was carried out;
therefore it is considered a pilot study.

Results

As illustrated in Table 1, a total of 43 patients were
included and 76.74% were women. Twenty-two subjects
received the treatment prepared with C. obtusifolia and
21 were treated with M. wvulgare. There were no
significant differences between variables such as age,
weight, height, BMI, doses of glibenclamide, SBP and
DBP (ANOVA p> 0.10).

As shown in Table 2, after 21 days of treatment, C.
obtusifolia was able to reduce clinically and statistically
the fasting blood glucose, serum cholesterol and
triglycerides (p< 0.02). When the differential effect
produced by the 2 treatments was compared, only the
reduction on fasting blood glucose showed significant
differences; nevertheless, the cholesterol reduction was
limitrophe (Table 3). That, could be attributed to the
higher effect produced by C. obtusifolia in comparison
with the extract from M. vulgare.

The comparison between the rates of therapeutic
efficacy (reduction >25%) produced by the treatments,
showed that C. obtusifolia reach the higher effectiveness
by reducing fasting blood glucose and serum cholesterol
(Table 4).

The number and percentages of patients per group
that showed slight side effects were as follows: C.
obtusifolia 3 (13.6%) and M. vulgare 5 (23.81%). No
statistical differences were found by X test. The side
effects produced by C. obtusifolia were: excessive
salivary flow, exhaustion and pyrosis; by M. vulgare
were: nausea, oral dryness, sialorrhea, dizziness and
anorexia. In the patients none of the treatments
produced the adverse effects necessary for them to
withdraw from the study.

The regression analysis did not show effect of gender
and BMI on biochemical variables. All patients showed
treatment adherence.

Discussion

The hypoglycemic effect produced by both species
under evaluation has already been reported in animal
models. C. obtusifolia decreased the blood glucose in
healthy rabbits by 18.9% in a tolerance glucose test
(Roman et al., 1991), and M. vulgare reduce the blood
glucose by 25.8% (Roman et al., 1992). Recently,
chlorogenic acid was identified as the active hypogly-
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Table 1. General characteristics of patients at the beginning of the study

Parameter C. obtusifolia (n = 22) M. vulgare (n = 21) ANOVA p
Mean SE 95% IC Mean SE 95% IC

Age (years old) 50.68 1.57 47.39 53.96 50.76 1.74 47.11 54.40 0.97

Weight (kg) 66.81 1.76 63.12 70.49 65.12 2.37 60.15 70.08 0.57

Height (m) 1.53 0 1.53 1.53 1.55 0.01 1.52 1.57 0.55

BMI (kg/m?) 28.23 0.78 26.58 29.87 27.01 0.76 25.41 28.60 0.28

Glibenclamide (mg/day) 13.40 0.89 11.53 15.26 13.80 0.96 11.79 15.80 0.77

SBP (mm Hg) 124.54 2.05 120.27 128.80 126.42 2.58 121.03 131.80 0.56

DBP (mm Hg) 77.72 1.76 74.05 81.38 81.66 1.63 78.25 85.06 0.10

Table 2. Effects produced by C. obtusifolia and M. vulgare upon different metabolic parameters in patients with type 2 diabetes

Group Before treatment After treatment Difference ANOVA p
Mean SE 95% 1C Mean SE 95% IC Mean SE 95% 1C

C. obtusifolia

F B Glucose 250.94 11.88 226.22 275.65 212.65 13.60 226.22 275.65 38.28 13.20 10.80  65.75 < 0.02

Cholesterol ~ 241.27  17.77 204.31 278.22 206.00 11.03 183.04 22895 3527 12.10 10.08 60.45 < 0.0001

Triglycerides 340.50 122.03 86.71 594.28 197.48 25.17 145.11 249.84 143.01 112.25 -90.43 376.45 < 0.02

Urea 25.85 143 2287 28.82 2484 1.58 21.53 28.14 1.01 .15 —1.39 3.41 < 0.0002

Creatinine 0.70 0.02 0.63 0.76 0.71  0.02 0.66 0.75 —0.01 0.02 —0.06 0.04 < 0.003

Uric acid 3.48 0.32 2.80 4.15 3.65 0.28 3.06 423 —0.17 0.16 —0.52 0.18 < 0.0001

M. vulgare

F B Glucose 252.16 13.85 223.25 281.06 250.53 13.15 223.09 277.96 1.62 1093 -21.11 2435 < 0.001

Cholesterol ~ 204.80  10.92 182.01 227.58 196.23 7.81 179.93 212.52 8.57 7.16 —6.37 23.51 < 0.001

Triglycerides 151.13  10.68 128.84 173.41 142.39 1395 113.28 171.49 8.73 945 —1098 28.44 < 0.001

Urea 28.90 1.39 2598 31.81 2997 1.64 26.54 3339 —1.06 1.56 —4.32 220 < 0.02

Creatinine 0.79 0.03 0.72 0.85 0.73 0.03 0.65 0.80 0.05 0.03 —0.01 0.11 < 0.004

Uric acid 3.06 0.23 2.57 3.54 3.10 0.23 2.61 3.58 —0.03 0.13  —0.31 0.25 < 0.001

Data are mg/dl.

Table 3. Comparison of differences on metabolic parameters before and after finishing the treatment

Parameter C. obtusifolia M. vulgare ANOVA p

Mean ES 95% IC Mean ES 95% IC

FB glucose 38.28 13.20 10.80 65.75 1.62 11.19 -21.72 24.96 0.04

Cholesterol 35.27 12.10 10.08 60.45 8.57 7.16 —6.37 23.51 0.06

Triglycerides 143.01 112.25 —-90.43 376.45 8.73 9.45 —10.98 28.44 0.25

Urea 1.01 1.15 —1.39 3.41 —1.06 1.56 —4.32 2.20 0.28

Creatinine —0.01 0.02 —0.06 0.04 0.05 0.03 —0.13 0.11 0.08

Uric acid —0.17 0.16 -0.52 0.18 —0.03 0.13 —0.31 0.25 0.54

Values are mg/dl.

cemic compound in C. obtusifolia (Andrade-Cetto,
2001). In our work, the HPLC analysis showed the
presence of this compound only in the C. obtusifolia
extract (2.99 +0.14 mg/g of plant).

The ANOVA test showed significant differences
between the hypoglycemic effect produced by the
adjunct treatments employed: C. obtusifolia (15.25%)

and M. wulgare (0.64%). The hypoglycemic effect
obtained with C. obtusifolia agree with that obtained
by Roman et al. (1991) in an animal model, in which,
this plant reduced the blood glucose 18.9%. The effect
produced by the extract from M. vulgare was minimal
and disagrees with that reported before on healthy
rabbits (Roman et al., 1992).
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Table 4. Comparison between rates of therapeutic efficacy
(reduction >25%) on type 2 diabetics treated as adjunct with
C. obtusifolia and M. vulgare

Therapeutic efficacy rate X2

C. obtusifolia M. vulgare P
Glucosa 0.363 0.095 0.03
Cholesterol 0.181 0.000 0.04
Triglycerides 0.363 0.285 0.58

In relation to the therapeutic efficacy for reducing the
fasting blood glucose (at least 25% reduction), C.
obtusifolia produced the higher rates (36.6%) while M.
vulgare reached that effect only in two of 21 patients
(9.52%, p< 0.03 on X? test).

Other useful parameters for evaluating the metabolic
control on diabetics are triglycerides and cholesterol
(Rosen and Spiegelman, 2000). In the present study, the
treatment with C. obtusifolia diminished the hypercho-
lesterolemia from 241.27 to 206.0 mg/dl, reaching a
therapeutic effect of 14.61% (ANOVA p< 0.0001) and
M. vulgare reduced the hypercholesterolemia by 4.18%.
Considering the mean values, the group treated with C.
obtusifolia reached a serum cholesterol value near
200 mg/dl, and that is considered the ideal value (Alberti
and Gries, 1988). With regard to the hypocholester-
olemic efficacy (at least 25% reduction of the basal
values), C. obtusifolia reached the desired value in
18.1% of patients and M. wvulgare did not show any
improvement (X2 p< 0.04). In relation with triglycer-
ides, C. obtusifolia decreased the basal hypertriglycer-
idemia from 340.5 to 197.48 mg/dl (42%) and the extract
from M. vulgare reduced the basal values of triglycerides
by 5.78%, but the differences were not significant. At
the end of the study, the treatments maintained the
mean of serum triglycerides below 200 mg/dl that in the
base of the NIDDM Policy Group represents an
acceptable control. For the hypotriglyceridemic efficacy
(reduction>25%) the treatment formulated with C.
obtusifolia reached the highest rates, (36.6%), while M.
vulgare produced the desired effect on 28.5%, but
without reaching statistical differences.

The treatments evaluated in this study did not
produce important modifications of the parameters that
measure the renal function. The serum levels of
creatinine and urea did not show pathologic alterations
at the end of the study.

In some patients, the treatments produced only mild
and temporary side effects, for which it was not
necessary to interrupt the treatment.

The glycemic control produced by C. obtusifolia in
this study could be compared with the effect produced
by Zygophillum gaetulum; the administration of 1 g/kg
per day of a decoction of the leaves from this plant

reduced the fasting blood glucose by 50% by the third
week. However, it should be noted that the utilized
doses of this plant were considerably higher (Jaouhari et
al., 1999).

The hypoglycemic effect produced by C. obtusifolia as
an adjunct treatment of glibenclamide on patients with
non-optimal response to medical treatment was similar,
but with lower magnitude, to that obtained on diabetics
with secondary failure to sulfonylurea-metformin sub-
jected to insulin therapy. In these patients, the fasting
blood glucose and cholesterol was decreased (Lopez-
Alvarenga et al., 1999). The effect on fast glucose
produced by the latest example was higher than that
obtained with the C. obtusifolia extract; nevertheless, it
must be noted that the utilized doses of this plant was
the lowest used in Mexican traditional medicine (3 g/
day).

In yet another clinical study, on diabetics with sub-
optimal metabolic control, who were treated with the
maximum doses of sulfonylureas, the addition of
metformin to the treatment during 12 weeks, reduced
the fasting blood glucose by 25.75%, the serum
cholesterol by 9.43%, and triglycerides by 11.07%
(Mughal et al., 2000). In comparison with this study,
the hypoglycemic effect produced by C. obtusifolia was
lower than that produced by metformin (10 percentage
points). However, the reduction produced by C.
obtusifolia on serum cholesterol and triglycerides was
increased by 5 and 31 percentage points, respectively.

It has been demonstrated that thiazoladinediones and
glitazone decrease fasting blood glucose, cholesterol and
triglycerides, and this may result in their potential ability
to reduce macrovascular complications (Freie, 1999).
The results obtained with C. obtusifolia resemble the
effect produced by roglitazone (1-2 mg) or pioglitazone
(30mg/day). They were administered as an adjunct
treatment of sulfonylureas on diabetics, in which, they
were able to reduce the blood glucose concentration by
21% and 19.14%, respectively (Wolffenbuttel et al.,
2000; Yamasaki et al., 1997).

All these results show that the antihyperglicemic effect
produced by C. obtusifolia, at the prescribed dose, is
lower than that produced by insulin, metformin and
glitazones. Nevertheless, one must consider that it was
evaluated as a crude extract, with a similar preparation
used in traditional medicine. An enriched extract, with
active compounds (i.e. chlorogenic acid) in higher
concentrations, should increase the potency of this plant
species.

In spite of the small sample size included in the study,
we can conclude that the aqueous extract from C.
obtusifolia as an adjunct treatment, possesses an
interesting pharmacological effect on type 2 diabetics
with poor metabolic control. It was able to significantly
reduce (p<0.04) the fasting blood glucose, in compar-
ison with M. vulgare-treated group, while the total
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serum cholesterol and triglycerides were diminished,
with only mild and limited side effects.

References

Alberti, K.G.M.M., Gries, F.A., 1988. Management of non-
insulin-dependent diabetes mellitus in Europe: a consensus
view. Diabet. Med. 5, 275-281.

Andrade-Cetto, A., Wiedenfeld, H., 2001. Hypoglycemic effect
of Cecropia obtusifolia on streptozotocin diabetic rats. J.
Ethnopharmacol. 78, 145-149.

Argueta, V.A., Cano, A.L., Rodarte, M.E., 1994. Atlas de las
Plantas de la Medicina Tradicional Mexicana. Instituto
Nacional Indigenista, México.

De Jesus, R.A., Cechinel-Filho, V., Oliveira, A.E., Schlemper,
V., 2000. Analysis of the antinociceptive properties of
marrubiin isolated from Marrubium vulgare. Phytomedicine
7, 111-115.

Donnelly, R., Emslie-Smith, A.M., Gardner, J.D., Morris,
A.D., 2000. ABC of arterial and venous disease. Vascular
complications of diabetes. BMJ 320, 1062-1066.

El Bardai, S., Lyoussi, B., Wibo, M., Morel, N., 2001.
Pharmacological evidence of hypotensive activity of Mar-
rubium vulgare and Foeniculum vulgare in spontaneously
hypertensive rat. Clin. Exp. Hypertens 23, 329-343.

El Bardai, S., Morel, N., Wibo, M., Fabre, N., Llabres, G.,
Lyoussi, B., Quetin-Leclercq, J., 2003. The vasorelaxant
activity of marrubenol and marrubiin from Marrubium
vulgare. Planta Med. 69, 75-77.

Freie, P.M., 1999. Mechanism and clinical effects of pioglita-
zone as a new agent for the treatment of Type-2 diabetes.
Arzneimittelforschung 49, 835-842.

Jaouhari, J.T., Lazrek, H.B., Seddik, A., Jana, M., 1999.
Hypoglicemic response to Zygophyllum gaetulum extracts in
patients with non-insulin dependent diabetes mellitus. J.
Ethnopharmacol. 64, 211-217.

Lopez-Alvarenga, J.C., Aguilar-Salinas, C.A., Velasco-Pérez,
M.L., Arita-Melzer, O., Guillen, L.E., Wong, B., et al.,
1999. Acarbose vs. bedtime NPH insulin in the treatment of
secondary failures to sulphonylurea-metformin therapy in
type 2 diabetes mellitus. Diabetes Obes. Metab. 1, 29-35.

Mughal, M.A., Jan, M., Maheri, W.M., Memon, M.Y., Ali,
M., 2000. The effect of metformin on glycemic control,

serum lipids and lipoproteins in diet alone and sulfonylur-
ea-treated type 2 diabetic patients with sub-optimal
metabolic control. J. Pakistan Med. Assoc. 50, 381-386.

Novaes, A.P., Rossi, C., Poffo, C., Pretti Jr., E., Oliveira, A.E.,
Schlemper, V., et al., 2001. Preliminary evaluation of the
hypoglycemic effect of some Brazilian medicinal plants.
Therapie 56, 427-430.

Perez-Guerrero, C., Herrera, M.D., Ortiz, R., Alvarez de
Sotomayor, M., Fernandez, M.A., 2001. A pharmacologi-
cal study of Cecropia obtusifolia Bertol aqueous extract. J.
Ethnopharmacol. 76, 279-284.

Roman, R.R., Flores, S.J., Partida, H.G., Lara, L.A., Alarcon,
A.F., 1991. Experimental study of the hypoglycemic effect
of some antidiabetic plants. Arch. Invest. Med. 22, 87-93.

Roman, R.R., Alarcon, A.F., Lara, L.A., Flores, S.J., 1992.
Hypoglycemic effect of plants used in Mexico as antidia-
betics. Arch. Med. Res. 23, 59-64.

Rosen, E.D., Spiegelman, B.M., 2000. Peroxisome prolifera-
tor-activarted receptor y ligands and atherosclerosis: ending
the heartache. J. Clin. Invest. 106, 629-631.

Salas, 1., Brenes, J.R., Morales, O.M., 1987. Antihypertensive
effect of Cecropia obtusifolia (Moraceae) leaf extract on
rats. Rev. Biol. Trop. 35, 127-130.

Sahpaz, S., Garbacki, N., Tits, M., Bailleul, F., 2002. Isolation
and pharmacological activity of phenylpropanoid esters
from Marrubium vulgare. J. Ethnopharmacol. 79, 389-392.

Secretaria de Salud, 2000. Proyecto de Modificacion a la
Norma oficial mexicana NOM-015-SSA2-1994 para la
prevencion, tratamiento y control de la diabetes. Rev.
Med. IMSS 38, 477-495.

VanderJagt, T.J., Ghattas, R., VanderJagt, D.J., Crossey, M.,
Glew, R.H., 2002. Comparison of the total antioxidant
content of 30 widely used medicinal plants of New Mexico.
Life Sci. 70, 1035-1040.

Wolffenbuttel, B.H., Gomis, R., Squatrito, S., Jones, N.P.,
Patwardhan, R.N., 2000. Addition of low-dose rosiglita-
zone to sulphonylurea therapy improves glycaemic control
in Type 2 diabetic patients. Diabet Med. 17, 40—47.

Yamasaki, Y., Kawamori, R., Wasada, T., Sato, O., Omori,
Y., Eguchi, H., et al., 1997. Pioglitazone (AD-4833)
ameliorates insulin resistance in patients with NIDDM.
Tohoku J. Exp. Med. 183, 173-183.

-~ )

-~

-~



	Clinical trial of Cecropia obtusifolia and Marrubium vulgare leaf extrac
ts on blood glucose and serum lipids in type 2 diabetics
	Introduction
	Materials and methods
	Inclusion criteria
	Exclusion criteria
	Plant material and drug preparation
	Determination of chlorogenic acid content
	Calibration curve
	Adjunct treatment
	Study design
	Statistical analysis

	Results
	Discussion
	References


