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RESUMEN

La diabetes mellitus (DM) es una enfermedad crénica metabdlica de la cual, su principal
caracteristiCa es una hiperglucemia cronica (niveles de glucosa mas altos que los normales
por periodos prolongados). De acuerdo a la Federacion Mexicana de Diabetes, afecta a 425
millones de persenas en el mundo y es la segunda causa de muerte en México, con un
indice de mortalidad de 15.4% en 2016. Puesto que se considera como un conjunto de
afecciones, la DM no_presenta un tratamiento curativo o definitivo y cuando no se logra su
control se generan diversas complicaciones que pueden concluir en muerte. Es por ello que
se deben desarrollar nuevas-estrategias de tratamientos con farmacos dentro de las cuales
podemos sefalar los de origengnatural y particularmente los obtenidos de las plantas
medicinales que, aunque en algtinos casos se desconocen la mayoria de sus compuestos
activos, siguen siendo usados en~lay medicina tradicional debido a los efectos adversos
minimos y a sus bajos costos. En elsperiodo 1970-2006 existian 1184 entidades quimicas
provenientes de productos naturales aprobadas como medicamentos, lo que demuestra la
importancia de la fitoquimica y la farmacognosia. Las semillas de la planta Citrullus lanatus
se usan en medicina tradicional-en“paisesiafricanos para tratar la diabetes, estudios
farmacologicos previos demostraron, actividad antihiperglucemiante de los extractos
etandlicos. Por lo anterior, en esta tesisise evalud’la_pasible actividad hipoglucemiante de

extractos de semilla y cascara de Citrullus Janatus en<tinnmodelo murino de diabetes.

En este trabajo se determind la actividad hipoglucemiante en ratones CD-1
normoglucémicos y diabetizados con aloxano (una sola .dosis de 100 mg/kg), se
administraron extractos metanolicos y hexanicos de céscara y semilla C. lanatus y se us6
como control glibenclamida. Se realizaron pruebas estadisticas de ANOVA de una via con
los resultados de las pruebas hipoglucemiantes tanto en el estudio narmoglucémico como
en el antidiabético, en los cuales se observé que los extractos metandlicos'de la semilla
presentaron potencia similar al farmaco control. Los extractos metandlicos~de la semilla

mostraron potencial como hipoglucemiante al comparar con la glibenclamida.



ABSTRACT

Diabetes: mellitus (DM) is a chronic metabolic disease of which its main characteristic is
chronic syperglycemia (glucose levels higher than normal for long periods of time).
According to the Mexican Diabetes Federation, it affects 425 million people in the world and
is the second cause of death in Mexico, with a mortality rate of 15.4% in 2016. Since it is
considered as ‘a group of conditions, the DM does not present a curative or definitive
treatment and when.its control is not achieved, various complications are generated that can
end in death. That is why new drug treatment strategies must be developed within which we
can point out those of natural origin and particularly those obtained from medicinal plants
that, although in some caseS most of their active compounds are unknown, they are still
used in traditional medicine duésto minimal adverse effects and low costs. In the period
1970-2006 there were 1,184 chemical entities from natural products approved as drugs,
demonstrating the importance of phytochemistry and pharmacognosy. The seeds of the
Citrullus lanatus plant are used in traditional medicine in African countries to treat diabetes,
previous pharmacological studies demonstrated antihyperglycemic activity of ethanolic
extracts. Therefore, in this thesis'the possibleshypoglycemic activity of Citrullus lanatus seed

and peel extracts in a murine model of°'diabetes was evaluated.

In this work, hypoglycemic activity was determined in.CD-1 normoglycemic mice diabetized
with alloxane (a single dose of 100 mg / kg), methaneliceand hexane extracts of C. lanatus
shell and seed were administered and glibenclamidesWvas used as a control. One-way
ANOVA statistical tests were performed with the results of'the hypoglycemic tests in both
the normoglycemic and the antidiabetic studies, in which it was observed that the methanolic
extracts of the seed presented similar potency to the control drdgyThe methanolic extracts

of the seed showed potential as a hypoglycemic agent when compared to glibenclamide.



1. INTRODUCCION

La DM es‘unsconjunto de enfermedades metabdlicas complejas con diversas variables de
predisposicion_hereditaria y con intervencién de diversos factores ambientales.!™ Se
caracteriza por, _una hiperglucemia crénica debido a la deficiencia en la produccion y/o
accion de la instlina, lo que afecta al metabolismo de los carbohidratos, proteinas y grasas;
la hiperglucemia a‘largo plazo, se asocia con dafio, disfuncién y falla de varios 6rganos y
sistemas, especialmente’de rifiones, 0jos, nervios, corazén y vasos sanguineos.? Puede
ocasionar sintomas comopolidipsia, poliuria y pérdida de peso, al igual que complicaciones
agudas (cetoacidésis) y..@ largo plazo ocasiona complicaciones macrovasculares
(enfermedad coronaria, vascular'cerebral y arterial periférica), microvasculares (retinopatia,

nefropatia) y neuropatias.®

Las personas afectadas por esta enfermedad aumentd de 425 millones a 463 millones de
individuos en el mundo en los afios 2017-2019 segun datos de la federacién internacional
de diabetes;®’ es la segunda causa de muerte con un indice de mortalidad de 15.4% en
2016 segun datos de la Federacioh-Mexicana\dé Diabetes,® la Encuesta Nacional de Salud
(ENSANUT) indica que el porcentaje\de incidéncia para hombres y mujeres de 9.1% y

11.4% respectivamente en 2018.°

Puesto que se considera como un conjunto_de afecciones, la DM no cuenta con un
tratamiento curativo o definitivo y cuando ne‘se lograssu, control se generan diversas
complicaciones que pueden concluir en la muerte de la pérsona.’® Dichos tratamientos
consisten en medicamentos sintéticos que, en un largo periodof pueden ocasionar efectos
secundarios. Es por ello, que se han desarrollado nuevas estrategias de tratamiento de las
enfermedades, estos tratamientos incluyen farmacos de origen{natural como son los
obtenidos de plantas que son considerados menos tdxicos comparados,con los sintéticos.
Aunque se desconocen la mayoria de los compuestos activos de muehas plantas
medicinales,!! un buen tratamiento de la diabetes consistiria en la modificacion de los
habitos de vida, combinando el ejercicio fisico con una alimentacion adecuada.dna posible
contribucion a dicha alimentacion puede basarse en la inclusion de alimentos funeionales
gue contengan moléculas que, sin afectar al apetito, contribuyan a mejorar las alteraciones
funcionales y metabdlicas caracteristicas de este sindrome. Este podria ser el caso. de
distintos flavonoides en la dieta, que han manifestado numerosas acciones beneficiosas

para la salud, entre las que se encuentran efectos antidiabéticos.



La especie vegetal Citrullus lanatus (sandia) se usa en medicina tradicional como
tratamiento para la diabetes,!! infecciones de las vias urinarias, hipertensién, entre otras;*?
por lo que en la presente investigacion se propone evaluar extractos de C. lanatus en un

modelo murino normoglucémico y de diabetes.

2. ANTECEDENTES

2.1 Diabetes mellitus

De acuerdo con la Asociacion, Americana de Diabetes (ADA) la DM es un conjunto de
enfermedades metabdlicas‘que se caracterizan por el incremento de la glucosa plasmatica,
lo que resulta de la alteracion en la secrecion de la insulina, su accion disminuida o de
ambas;? también se considera a’la=DM como una enfermedad crénico degenerativa;'® hay
factores como el sobrepeso y la obesidad asociados con elementos ambientales, nula
actividad fisica, alimentacion inadecuadas, valores anormales de glucosa en ayuna y
resistencia a la insulina que aumentan, su prevalencia.* Por crénico degenerativa se
entiende que la diabetes es unatenfermedad no curable, que, si no es diagnosticada y
controlada de manera oportuna, adecuada e integral, puede afectar a los demas érganos;
altera las funciones metabdlicas normales delgorganismo, ocasionando un deterioro
anormal o prematuro. Esto ocasiona una'serie de coemplicaciones de gran costo e impacto

en la salud de la persona, asi como una baja’calidad dewida o la muerte.*®

La DM es considerada un problema a nivel mundial, se considera un reto de salud publica®®
ya que en el mundo existen 463 millones de personas con/DM segun la Federacion
Internacional de Diabetes (IDF) hasta el 2019.” En México es considerada la segunda causa
de muerte con un 15.4% de indice de mortalidad hasta 2016 segun la Federacion Mexicana
de Diabetes (FMD).2 Hasta noviembre del 2018 en el estado de Tabasco se reportaron

13,724 nuevos casos diagnosticados de DM.1®

Estas cifras son alarmantes, pero dos factores mas preocupantes son su.diagndstico y
control. En México el primer nivel de atencién para la prevencion, deteccion, diagndstico,
tratamiento y control de la DM esta basado los estdndares establecidos en la NOM-015-
SSA2-2018.417

El Instituto Nacional de Salud Publica (INSP) realizé un estudio en la ciudad de México en

2015 en el cual se encontrd que 29% de los pacientes con DM son diagnosticados en etapas



avanzadas de la enfermedad aumentando sus complicaciones; ademas se encontré que
Unicameénte 16% de quienes tienen diabetes se encuentran con un control adecuado,

explicando la;tan alta mortalidad que ocasiona.'®

2.2 Clasificacion y diagnéstico de la diabetes mellitus

La principal caragtéristica de la DM es la hiperglucemia crénica,* resultante de defectos en
la accion de la insulina;i® causada por una alteracion en la funcion endécrina del pancreas

o por la alteracion en 10s tejidos efectores que pierden sensibilidad a la insulina.'®1°

Para clasificar adecuadamenté a cada paciente en un tipo de diabetes, es necesario un
diagnostico correcto. Gracias,a los avances en investigacion, se conocen defectos a nivel
celular, tejido o funcién de expresién relacionadas con esta enfermedad que permiten un

mejor diagnéstico del paciente.

La ADA indica 4 criterios para diagnosticar la DM (tabla 2.1), asi como sus tipos de acuerdo
a su origen y las condiciones mediaticas que pueden dan como resultado una diabetes
(Tabla 2.2).

Tabla 2.1 Diagnésticopara la diabetes mellitus. Tomado de %°

Criterios para el diagnéstico de(la diabetes mellitus

FPG > 126 mg/dL. El ayuno se define como ingesﬁ Ro calérica durante al menos 8
horas
2-h PG > 200 mg/dL durante el OGTT. La prueba debe redlizarse con 75 g de

2 glucosa anhidra disuelta en agua, en ausencia de hiperglicemia inequivoca, los
resultados se pueden confirmar repitiendo la prueba

3 Hemoglobina glucosilada, HbA1C > 6.5 %
En pacientes con sintomas clasicos de hiperglicemia o crisis de hiperglicemia,
glucosa plasmatica a cualquier hora del dia > 200 mg/dL

FPG: glucosa plasmatica’en ayunas

2-h PG: Test de 2-h de gluebsa en plasma
OGTT: Prueba oral de tolerancia a la glueesaseon 75 g

Debido a que la diabetes se caracteriza por causas heterogéneas, en la practica clinica, es
importante darle una clasificacion para su adecuado tratamiento o a su vez, para el

establecimiento de nuevos tratamientos que contrarresten en mejor manera a la DM.



Tabla 2.2 Tipos de diabetes. Tomado de 22°

Diabetes tipo 1 Debido a la destruccion autoinmune de células B, que

(insulinodependiente) | generalmente conduce a una deficiencia absoluta de insulina
Diabetes ti.po 2 (no

Iralir@el e lEris) Debido a la pérdida progresiva de la secrecion de insulina de

¢ DM no asociadea la , . .
las células B con frecuencia teniendo como antecedente la
obesidad ) ) ) )
resistencia a la insulina

e DM asociado a la ‘
I

obesidad
Diabetes mellitus “(Diagnosticada en el segundo o tercer trimestre del embarazo,
gestacional la diabetes no es claramente evidente antes de la gestacion
a._Defectos genéticos: desde alteraciones de las propias
céelulas pancreaticas y el metabolismo de la glucosa
hasta’defectos genéticos de la accion de la insulina
(mutagiones en los receptores de la insulina)
b+ Diabetes neonatal (transitoria, permanente)
c. Enfermedaddel pancreas exocrino (fibrosis quistica,
Tipos especificos de pancregatitis)
diabetes debido a d. Endocrinopatias: (acromegalia, sindrome de Cushing,
otras causas feocromeogcitoma, hipértiroidismo)

e. Infecciones<(rubeola)
Formas no usuales de diabetes por mediacion inmune
(anticuerpos contra los receptores insulinicos)

g. Sindromes genéticos ocasionalmente relacionados con
diabetes (sindrome de Down, TutneryCorea de

Huntington)

La DM tipo 1 (que representa el 5-8% de los casos) con déficit absoluto en la‘secrecion de
insulina y la DM tipo 2 (que representa el 90% de los casos) causada por resistencia a la
insulina y/o inadecuada respuesta secretora, constituyen las principales categorias

etiopatogénicas;>?! en México la DM tipo 2 (no insulinodependiente) es la mas comtin. !’

En los casos de DM, el individuo atraviesa fases de alteracion de la tolerancia a la glucosa,

hasta que la diabetes se manifiesta. La ADA en 2014 establecié una clasificacion etiolégica



de laPM?? la cual se muestra en la Tabla 2.3 que representa las alteraciones homeostaticas

de la.glicosa a lo largo de los afios en un paciente diabético.

Las flechasfindican que, para la DM tipo 1 es necesaria la administracion de insulina en el
paciente parapoder sobrevivir; en la DM tipo 2 las variaciones en la tolerancia a la glucosa
pueden ser bidireccionales, por ejemplo, los individuos con DM tipo 2 pueden volver a la
categoria de alteraCion de la tolerancia a la glucosa; en la diabetes gestacional, la diabetes
puede pasar a una alteracion de la tolerancia a la glucosa o incluso a tolerancia normal a la

glucosa después del parte,?*??

Tabla 2.3 Caracteristicas etiolégicas de diabetes mellitus. Modificado de 223

Normoglucemia Hiperglicemia
Etapas . : :
P Imtolerancia a Diabetes mellitus
larglucosa o
Regulacion Intolerancia No Requiere | Requiere
Tipos glucosa glucosaen r_equll_ere para su para
ayunag MSUINA 1 “control | sobrevivir
(prediabetes)
Tipo 1 >
Tipo 2 < >
Diabetes < >
gestacional
Tiempo
(afios) >

2.3 Sintomas y complicaciones de la diabetes mellitus

En la préctica clinica, existen mediciones que indican una posible patologiasde DM, tales
como un valor alterado de glucosa en ayuno (limite maximo 126 mg/dL), cuaantificacion de
> 200 mg/dL 2 horas después de realizar la prueba de tolerancia oral con 75 gsde)glucosa,
medicion de la hemoglobina glucosilada entre 4-6% valores normales, esta mide lafraccion
de hemoglobina unida a glucosa e informa sobre los niveles de glucosa de los 2-3imeses
anteriores, un indice de masa corporal (IMC) >23 en mujeres y >25 en hombres.?* Per lo

gue se establecen objetivos terapéuticos deseables en cada paciente (Tabla 2.4).




Tabla 2.4 Objetivos terapéuticos en la diabetes mellitus. Modificado de 31%%
. ) Objetivo terapéutico Requiere correccion
Parametro Unidades )
(control aceptable) (control inadecuado)

Glucemiabasal y

_ mg/dL 80-110 >140

prepandial
Glucemia postprandial

mg/dL 100-180 >200
(2 h)
HbA1C @ 4 % 4-6 >7
Colesterol total > mg/dL <200 >230
LDL-colesterol " mgl/dL <100 >130
HDL-colesterol fg/dL >40 <35
Triglicéridos “mg/dL <150 >200
Presion arterial v,

mmHg <130/85 >140/90

(sistolica/diastolica)

Los factores de riesgo para el caso_de la DM tipo 1 aln estan en estudios, aunque se ha
asociado a infecciones virales, factores medioambientales y a tener un familiar con este
padecimiento. Para la DM tipo 2,-se.ha asogiado a diversos factores de riesgo:
predisposicién genética, sobrepeso, inactividad fisica, presion arterial alta, origen étnico,
antecedentes de diabetes gestacional, mujeres con hijos macrosémicos, sindrome de
ovario poliquistico, alteracion de la glucosa en ayunas, tolerancia a la glucosa alterada, asi

como enfermedades cardiovasculares y dislipidemias.?

En personas con DM se puede presentar una fase inicial asintomatica o manifestaciones
minimas afios antes de su diagndéstico. Sus sintomas son: pérdida de"peso, fatiga, cambios
en la agudeza visual y en algunos casos disestesias en las extremidades (alteracion en la
percepcion de estimulos sensitivos principalmente el tacto),??® todos estos ‘sintomas son
causados directamente por la hiperglucemia (Tabla 2.5), ademas de la triada clasica

conocida como triple P: poliuria polidipsia, y polifagia.

Poliuria: El paciente tiene necesidad de orinar con mas frecuencia de lo que lo hacia. El
mecanismo fisiolégico de esta condicion es: cuando hay glucosa plasmatica en una
cantidad mayor a la normal en los tubulos renales, se excede la capacidad-de

transportar la glucosa de regreso al plasma (transporte maximo, Tm de glucosa). Esta



alteracion produce un incremento en la salida de agua, con lo cual aumenta la cantidad
de.orina.?

Polidipsia: La pérdida urinaria de agua favorece que se incremente la osmolaridad
plasmatica y se estimulen los osmorreceptores hipotalamicos que regulan la secrecion
de la hormna antidiurética e inducen la sed.?

Polifagia: Adn cuando se encuentran concentraciones altas de glucosa en el paciente
diabético, el heche de que no esté llegando en forma adecuada a los diversos tejidos,
genera que ciertas zohas del cerebro “reaccionen” como si estuvieran en inanicion, lo
gue conduce a aumentar la ingestion de alimentos. Todo esto resulta en complicaciones

graves como cegueray pi€ diabético incluso, hasta la muerte.?

Tabla 2.5 Complicaciones patoldgicas de la DM. Tomado de %

Complicaciones relacionadas con la DM

Microvasculares, microangiopatias™, |
Enfermedades oculares: A
Retinopatia (no proliferativa/proliferativa)
Edema macular
Neuropatia
Sensorial y motora
Auténoma

Nefropatia (albuminuria y deterioro de la funcion renal)

Macrovasculares ’é
Coronariopatia
Arteriopatia periférica @
Enfermedad vascular cerebral o,
fae



Continuacién tabla 2.5 Complicaciones patolégicas de la DM. Tomado de %

Otras

Gastrointestinales (gastroparesia y diarrea)

Gentitourinarias (uropatia/disfuncion sexual)

Dermatolégicas

Infecciosas

Cataratas

Glaucoma

Sindrome de movilidad articular limitada

Enfermedad periodontal

Pérdida de la audicion

Otras condiciones comérbidas relacionadas con diabetes (donde la relacion

con hiperglucemia es incierta): depresion, apnea obstructiva del suefio,
higado graso, fracturas de la cadera, @Steoporosis (en diabetes tipo 1), deterioro cognitivo

o demencia y bajas concentraciones de-testosterona

Durante la DM, la glucemia se eleva“a valores anormales hasta alcanzar concentraciones
nocivas para los sistemas fisioldgicos, prevocandoSefios dafios en practicamente todo el
organismo completo, con un pronoéstico letal.si no sé controla.'®?’ Se pueden nombrar
algunas complicaciones de la diabetes debide™a la hiperglucemia, teniendo entonces las
especificas (microangiopatias: retinopatia, nefropatia, y*neuropatias), e inespecificas
(macroangiopatias: arteriopatia, cardiopatia isquémica, accidentes cerebrovasculares)

conocidas también como complicaciones metadiabéticas (Figurai2.1).3

La microangiopatia, asociada con un engrosamiento de la membrana+basal capilar por
glucosilaciéon de las proteinas, que ocurre fundamentalmente en la retina (retinopatias) y el
rifidn (nefropatias)®. Se caracteriza por afecciones en los pequefios vasos (capilares y

arteriolas)*28,

La macroangiopatia, constituida por: a) enfermedades de la pared arterial?® y b) anomalias
de las propiedades hemostaticas de la sangre®. Estos Ultimos dos aspectos ‘estan
relacionados con la aterosclerosis, que en diabéticos es mucho mas frecuente por la
elevada adhesividad y agregabilidad plaguetaria que ellos presentan por la hiperglicemia-y

por ser la insulina la encargada de estimular la proliferacion de células musculares lisas e
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incrementar la captacion y sintesis local de lipidos®. La aterosclerosis conduce a

enfermédades isquémicas cardiovasculares, vasculares periféricas, y cerebro vasculares®.

La neuropatia diabética, un estado clinico que se caracteriza por disfuncién o alteracion
motora delésistema nervioso, central o periférico, que aparece en estadios tardios de la
diabetes.* La'etiologia y patogenia de la neuropatia diabética es multifactorial, aunque las
mas importantes Son la vascular y la metabdlica. Ambas teorias suponen que la
hiperglicemia condi€iona la aparicién de neuropatia®>. Como consecuencia, todas estas
alteraciones ocasionaran-modificaciones estructurales y funcionales en las extremidades
inferiores, fundamentalmente en el pie®, La neuropatia diabética periférica, las
enfermedades vasculares periféricas y la disminucién de la resistencia a las infecciones en

estos pacientes, favorecen el'desarrollo del pie diabético®*.
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ACTH: hormona adrenocorticotropa; FNTa.: factor de necrosis tumoral alfa; HDL.: lipoproteina de alta

densidad; IL-1: interleucina 1; IL-6: interleucina 6; LDL: lipoprotenina de baja densidad; Lp(a):‘lipoproteina a;
NF-KB: factor nuclear kappa beta; PCR proteina C reactiva; PSAA: proteina de superficie; VsDL; proteina de

muy baja densidad

Figura 2.1 Complicaciones relacionadas a la aterosclerosis, resistencia a lainsulina y la

Para el inicio de la DM existen algunos de los factores desencadenantes son la
predisposicion genética (tabla 2.6a), obesidad, trastornos inmunoldgicos, gestacién,

infecciones, toxinas, alimentacion inadecuada junto con sedentarismo, asi como patologias

asociadas a DM (tabla 2.6b).2

DM. Tomado de 2




Tabla-2.6a Clasificacion de los diferentes tipos de hiperglucemias causadas por diversas
mutaciones genéticas. Modificado de 11719
Mutaciones génicas definidas asociadas a DMtipo 1y 2

Diabetes mellitus tipo 1
Diabetes mellitus-autoinmunitaria (tipo 1A)
Diabetes mellitus ho autoinmunitaria o idiopatica (tipo 1B)

Diabetes mellitus tipo 2
Diabetes del adulto desricio juvenil (MODY)
MODY 1, por mutaciones’del.gen del factor nuclear de hepatocitos 4a (HNF4A)
MODY 2, por mutaciones en gen de glucocinasa (GCK)
MODY 3, mutaciones en el gen del factor nuclear de hepatocitos 1a (TCF1)
MODY 4, mutaciones del gen delfactor del promotor insulinico 1 (IPF1)
MODY 5, mutaciones del gen del factor.nuclear de hepatocitos 1b (HNF1b)
MODY 6, por mutaciones del gen de diferenciacién neurégena 1 (NEUROD1)
MODY X, por mutaciones en genes no identificados
Diabetes y sordera heredadas de la‘madre (MIDD)

Mutaciones en el gen de tRNA de leucina mitocondrica

Mutaciones en el gen de insulina

Mutaciones en el gen del receptor de insdlina

HNF4A, factor nuclear de hepatocitos 4a; GCK, glucocinasa; IPF1, factendel promotor insulinico 1; HNF1b,
factor nuclear de hepatocitos 1b; NEUROD1, diferenciacion neurégena 1; MIDD, diabetes y sordera
heredadas de la madre.

Tabla 2.6b. Clasificacién de DM ligadas a un proceso patologico. Modificado de 1719

Diabetes ligada a procesos patoldgicos. Diabetes Fne;\llityE tipo 2

Tipo Ejemplo
Diabetes que surge después de alguna Pancreatitis cronica
pancreatopatia
Diabetes que es consecuencia de otras Enfermedad de Cushing

endocrinopatias - ., "
P Administracion de glucocorticoides

Acromegalia

Diabetes secundaria a supresion
inmunitaria

Diabetes que acomparia a sindromes
genéticos como el de Prader-Willi
Diabetes que surge por farmacoterapia
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2.4 Fisiopatologia y tratamientos de la DM

De manera nermal, la insulina endégena es producida en las células p del pancreas (Figura
2.2); La glucosa es transportada por GLUT 1 (ingreso basal de glucosa) o GLUT 2 (receptor
de glucosa en\pancreas), el metabolismo interior de la glucosa-6-fosfato por la via de
glucdlisis genera trifosfato de adenosina (ATP), que inhibe la actividad de un canal de K*
sensible a ATP (K*a1p). Este canal consiste en dos proteinas separadas: una es el receptor
de ciertos hipoglucemiantes orales (receptor SUR), y el otro es una proteina de canal de
K*are rectificadora haciael interior. La inhibicion de este conducto de K*are induce la
despolarizacion de la membrana de la célula B, lo que abre canales de calcio dependientes
de voltaje, aumentando las (concentraciones de calcio intracelular, lo que estimula la

secrecion de insulina.1®3%

@bnducto de Ca?*

depepdiente de voltaje 2.
Conducto K._ —De‘ »
deK' -\ isup Bespolatizacién LU/ A
sensible \ s F s "? &/ Ir'lcrannas
aare O A

' © cAMP,
¥ o Receptores

Mitocondria {”ﬁ\ de incretinas

Piruvato " Fact
‘.

GIucosé-G-foshto

! Glucocinasa z
Glucosa s .

Nugleo ¥ #\TRsulina,

4
GLUT-— Granulos apti
/' ! secretores pemc.

/
Glucosa g

Figura 2.2 Mecanismo de secrecion de la insulina dedagélula o-pancreéatica®

Cuando este proceso falla en algun punto, existen opciones farmacolégicas que intentan

restablecer los procesos fisicos, bioquimicos y metabdlicos.*®

Para el tratamiento de la DM existen tratamientos no farmacol6gicos# farmacolégicos. Los
primeros estan basados en dieta adecuada y ejercicios que permiten al paciente restablecer
un estilo de vida saludable. Los segundos hacen uso de una amplia gama de farmacos que,
de acuerdo a su mecanismo de accién se clasifican en: insulina y analogos;-sulfenilureas,
meglitinidas, biguanidas, inhibidores de las a-glucosidasas, glucosuricos (inhibidores del
cotransportador de sodio glucosa tipo 2; SGLT-2), tiazolidinedionas o glitazonas (agonistas
selectivos del receptor nuclear activado por proliferador de peroxisomas gamma; PPARY),
agonistas de las incretinas, inhibidores de la dipeptidil peptidasa 4 (DPP-4), agonistas de la
amilina, los secuestradores de acidos biliares y los agonistas de receptores D2

dopaminérgicos.32336-38
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2.5 Tratamiento no farmacolégico

El tratamiente no farmacol6gico consiste en planes de alimentacion y ejercicios fisicos que
tienen como’fin mantener un adecuado estado nutricional y permitir un estilo de vida normal
en el pacienté.,!Y La educacion y entrenamiento del paciente es esencial para lograr el
objetivo principal, proporcionar informacion y conocimientos sobre la diabetes; entrenar y
adiestrar en la adquisicion de habilidades y habitos; crear en el enfermo una real conciencia
de su problema que le pefmita lograr cambios en su estilo de vida para una mejor atencion
en su estado de salud. Debe ser progresiva, continua y ajustada a las condiciones clinicas
del enfermo. Dirigido a lograr la incorporacion activa del paciente y sus familiares al
tratamiento.®® Al existir un grupo.de apoyo (que involucra al personal de salud), dirigido
hacia el entrenamiento del pacienté individual, se puede mejorar el control de peso, que el
paciente acepte su enfermedad, megjorar el control glucémico, abundar en el conocimiento
sobre la diabetes, las habilidades paras€lautocuidado, la disminucién de la presion arterial,

del peso corporal y disminuir el uso de medicamentos a mediano y largo plazos.*

Las ventajas fisioldgicas inmediatas-de la actividad fisica son mejoria de la accion sistémica
de la insulina de 2 a 72 h, mejoria de\la presion sistlica mas que la diastélica y aumento
de la captacién de glucosa por el museule y.el higado. Ademas, a mayor intensidad de la
actividad fisica, se utilizan mas los carbohidratos./La actividad fisica de resistencia

disminuye la glucosa en las primeras 24 h.*%#

Las modificaciones en la alimentacion, el ejercicio y las terapias conductuales favorecen la
disminucion del peso y el control glucémico. Las dietas con hidratos de carbono entre 55y
60 %, 15% en forma de proteinas y menos del 30% en forma‘de grasas, ademas de

alimentos de bajo indice glucémico, son eficaces en el control de la‘glucemia.442

A largo plazo, la actividad fisica mantiene la accion de la insulina, el centrol de la glucosa,
la oxidacion de las grasas y disminuye el colesterol LDL. Si se acompafa‘de pérdida de
peso, es mas efectiva para mejorar la dislipidemia, sin embargo, estudios re€ientes revelan
gue aunque no provoque pérdida de peso, mejora significativamente el control glucémico,
reduce el tejido adiposo visceral, los triglicéridos plasmaticos, mejora los niveles.de 6xido

nitrico, la disfuncion endotelial y la depresion.*344
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Los tratamientos no farmacolégicos ayudan al paciente a sobre llevar su enfermedad, sin
embargo, los tratamientos farmacoldgicos deben de estar indicados para el control de la
DM.

2.6 Tratamiento)farmacolégico

Se puede realizar“unstratamiento preventivo en personas con alto riesgo de desarrollar
diabetes mellitus tip@ 2;40 que puede retrasar su aparicion, a través de programas bien
estructurados para modificar estilos de vida. En el 58% de estos pacientes, se logra reducir
el inicio de esta enfermedad durante 3 afos, con el uso de los siguientes farmacos:

metformina, acarbosa, repaglinida y roziglitazona que son efectivos.**’

Existen distintas alternativas para eltratamiento farmacol6gico de cada tipo de DM. Cuando
la concentracion de insulina no es suficiente o nula se deriva en la DM tipo 1 por lo que el
paciente debe recibir dosis diarias de ‘insulina al no ser capaz de producirla por si mismo.
Se dispone de insulina en distintaspresentaciones y también de diferentes dispositivos de
administracion como agujas/lapiz_para insulina; inyeccion tipo jet y la bomba externa de
insulina, los cuales dependen de la\via de ‘administracion que puede ser intravenosa,

subcutanea o intramuscular.

2.6.1 Insulinay anélogos

La insulina (Figura 2.3) se produce en el pancreas, espegificamente en los islotes de
Langerhans, los cuales estan compuestos por 4 tipos de células:células p que segregan la
insulina (hormona proteica),*®%° las células a que segregan glueagon, células & que
segregan somastatina y célula PP que libera el polipéptido pancreatice:®!°% Las células B

son las mas numerosas y se localizan en la porcién central del islote.?

La insulina esta compuesta por dos cadenas polipeptidicas, o con 21 amino&eidos y  con
30 amino&cidos unidas por puentes disulfuro.®%5! [a insulina circula en sangre como
mondémero libre y su volumen de distribucion se aproxima al volumen del\liquido
extracelular, en situacion de ayuno, el pancreas secreta 40 ug (1 unidad, U) de insulina por
hora, para alcanzar una concentracién de la hormona en sangre de 2 a 4 ng/mL (50-100

uuU/mL), y en circulacién periférica de 0.5 ng/mL (12 pU/mL).%®
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Figura 2.3 A) Estructura proteica de‘lainsulina humana: cadena o de 21 amino&cidos,
cadena B de 30 aminoacidos?; B) estructura secundaria de la insulina humana.®

De manera natural, la homeostasis de 1a=glucosa refleja un balance entre la produccion
hepética de glucosa, y la captaCién y utilizaciéon periféricas de la glucosa (tabla 2.7). La
insulina es el regulador méas importante-de este*equilibrio metabdlico, pero los impulsos
neurales, las sefiales metabdlicas, nutrimentosy neurotransmisores del sistema nervioso
auténomo, aminoacidos, acidos grasos y atras hormonas (glucagén) participan en el control
integrado del suministro y utilizaciéon de la-glucosa.'*Enjayuno, la concentracién baja de
insulina eleva la produccién de glucosa porque favorece'la gluconeogénesis hepatica y la
glucogendlisis, y reduce la captacion de glucosa en tejidos Sensibles a la insulina (musculo
esquelético y grasa), lo que favorece la movilizacion de precarsares almacenados como
aminodcidos y acidos grasos libres (lipdlisis). El glucagén, secretado por las células a del
pancreas cuando las concentraciones de glucosa o insulina son/bajas, estimula la
glucogendlisis y la gluconeogénesis en el higado y la médula renal. Después de comer, se
elevan los niveles de glucosa plasmatica que induce un aumento del nivelde\a insulina y
un descenso del glucagén. La insulina es una hormona anabdlica porque, estimula el
almacenamiento de carbohidratos y grasas, asi como la sintesis de proteinas. La mayor
parte de la glucosa posprandial se usa en el masculo esquelético, un efecto de Captacion
de glucosa estimulado por la insulina. Otros tejidos, en particular el cerebro, usan la glucosa
de manera independiente de la insulina. Los factores secretados por los mioecites
esqueléticos (irisina), adipocitos (leptina, resistina, adiponectina, etc.) y el hueso también

influyen en la homeostasis de la glucosa.?



Tabla 2.7 Efectos hipoglucemiantes de la insulina. Tomado de 3¢

Higado

Inhibe lasproduccién hepatica

de glucosal(disminuye la

gluconeogénesis y la

Musculo

Estimula la captacion de

glucosa

Tejido adiposo
Estimula la captacién de
glucosa (la cantidad es

pequefia en comparacion

glucogendlisis) con el masculo)
Inhibe el flujo del
_ precursor gluconedgeno
Bloquea el flujo de _ ) _
hacia el higado (glicerol) y
precursores

Estimula la captacion reduce el sustrato de

gluconeogénicos hacia el

hepatica de glucosa energia para la

“higado (alanina, lactato y o .
s’ gluconeogénesis hepatica
piruvato) o

(acidos grasos no

esterificados)

La secrecion de insulina es un progeso reguladezprincipalmente en respuesta al incremento
de glucosa, aunque también esta‘ligade de manera estrecha a varios factores como ya
vimos, cuyo fin es proporcionar concentraciones estables de glucosa en sangre tanto en
ayuno como en alimentacion.® Las concentracione$ de glucosa mayores de 70mg/100mL
estimulan la sintesis de insulina primordialmente«al jintensificar la traduccién y el
procesamiento de la proteina.?® La glucosa;“los amingacidos, los acidos grasos y los
cuerpos cetdnicos favorecen la secrecion de insulina, al igual que la activacion del receptor
B2-adrenérgico y la inervacién parasimpatica del nervio vago, por el contrario, la rama

simpatica adrenérgica (receptores az-adrenérgicos) inhiben la secrecion de la insulina.?*?

Las caracteristicas de la secrecion de insulina revelan un modelo pulsatil'de descarga de la
hormona, con rafagas secretoras pequefias aproximadamente cada 10 min superpuestas a

oscilaciones de mayor amplitud de 80 a 150 min%.

Los avances tecnoldgicos en ADN recombinante han permitido la disposicion de‘insulina de
una manera rapida y econémica para el tratamiento de DM®3, realizando modificaciones a
la molécula de la insulina humana se han logrado producir analogos de la insulina, esto
conlleva a una modificacion de la farmacocinética y farmacodinamia de la insulina, aunque
siempre buscando la actividad basal y el pico de actividad de forma similar a la producida

por las células B del pancreas.® La insulina humana difiere de las de origen animal por la
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variacién de algunos aminoacidos, en el caso de la porcina el cambio es en un aminoacido
en pesicion B30 (alanina por tirosina) y en la de origen bovina la diferencia se encuentra en
tres amineécidos B30 (alanina), A8 (alanina) y A10 (valina). En la actualidad la insulina que
se emplea para uso terapéutico es la obtenida mediante técnicas de ADN recombinante,
similar a la htmana.?® En la DM tipo 1 la produccién de insulina no se lleva a cabo de
manera adecuada,. por ello es necesario administrar analogos de insulinas siempre
buscando la actividadbasal y el pico de actividad de forma similar a la producida por las

células B del pancreas.>?

Se pueden clasificar a las insulinas de acuerdo a su tiempo de accién en: rapida (Glulisina,
Lispro, Aspartica), intermedia (Isofanica o NPH-*protamina neutral de Hagedorn*) y lenta

(Glargina, Detemir, Zinc, protamina).®5-50:5436

2.6.2 Farmacos para el tratamientostde la diabetes mellitus tipo 2

La DM tipo 2 afecta al 90-95% de las personas que tienen diabetes, esta relacionada con
un antecedente de resistencia a/la-insulinaty /a una deficiencia en la produccion de la
misma®®. Existen diferentes tratamientos con”farmacos hipoglucemiantes que tienen
diversos efectos farmacoldgicos, tales-eomo: secrtetagogos (compuestos que aumentan la
secrecion de insulina), y sensibilizadores4os-que reducen la produccién de glucosa, los que
aumentan la sensibilidad a la insulina, los™gue, intensifican la accién de GLP-1 (péptido

similar al glucagén tipo 1) y los que inducen la excrecién ‘urinaria de glucosa?.

En este tipo de diabetes el paciente no depende de la administracion de insulina, por lo que
para su tratamiento se emplean farmacos orales como: las sulfenilureas, que estimulan la
secrecion de insulina por la célula B-pancreética, a través de su unign a.un de canal potasio
dependiente de ATP; las biguanidas, que actian fundamentalmente(a,dos niveles: en el
musculo, aumentando la entrada de glucosa a las células, y en el higado, disminuyendo la
produccion de glucosa al disminuir la gluconeogénesis, la glucogendlisis o~ambas; los
inhibidores de la a-glucosidasa, actdan inhibiendo las enzimas de las vellgsidades del
enterocito que hidrolizan los oligosacéridos a disacaridos y monosacérido, disminuyendo
asi la absorcién de glucosa a nivel intestinal; las meglitinidas, que tiene mecanismo de
accion similar a las sulfonilureas como secretagogos de insulina, las tiazolidinedionas.gue
actian a nivel hepatico disminuyendo la resistencia a la insulina y, en menor medida;

disminuyendo la produccion hepética de glucosa, estimulan al PPAR, reduciendo la
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expresion de los genes que codifican a las enzimas de la neoglucogénesis.®® actualmente
se han<descubierto nuevos grupos de farmacos, tales como los glucosuricos que inhiben al
SGLT-2 impidiendo la reabsorcién de glucosa que se realiza en los rifiones, las incretinas
gue son hormonas que actlian a nivel intestinal, estimulan la secrecién de insulina por un
mecanismo diferente al de las sulfonilureas y meglitinidas y ademas inhiben la secrecién de
glucagon, los inhibidores de la DPP-4 alargan la vida media de las incretinas, los agonistas
de la amilina retardan ‘el vaciado gastrico, produce sensacion de saciedad e inhiben la
secrecién de glucagdn, los secuestradores de los acidos biliares se postula que disminuyen
la produccion hepatica de,glucosa e incrementan la liberacion de incretinas y los agonistas
de receptores D2 dopaminérgicos, como la bromocriptina, que actda sobre el hipotalamo
condicionando un cambio englritmo circadiano produciendo un estado mas sensible a la

insulina. 3-23.36-38

2.6.3 Sulfonilureas

Son farmacos secretagogos de insulina que bleguean directamente a los canales de K*atp.
Existen sulfonilureas de primeras~generacion de baja afinidad (acetohexamida,
clorpropamida, tolazamida, tolbutamida)'y de segunda generacion de alta afinidad siendo
la mas importante la glibenclamida (Figura 2.4), y etras como la glipizida y la glimepirida.
Todas tienen amplio uso para el tratamiento de la DM tipo 2, todas son aril-sulfonil-ureas
sustituidas, difieren por su sustitucion en la ‘posicion para del anillo de benceno y en un

residuo de nitrégeno de la urea.

Cl

Figura 2.4 Estructura de una sulfonilurea, la glibenclamida

Los canales de K*atp son diana de estos farmacos (Figura 2.5), estimulan la secrecién de

insulina mediante su unién a un receptor en la membrana denominado receptor de
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sulfonifureas (SUR), bloqueando los canales K*arp en las células B del pancreas causando
des

acion en la membrana plasmatica lo que a su vez abre los canales de calcio
dependi )3 de voltaje con lo que aumenta la concentracion de calcio intracelular y se
induce la s@cién de insulina.®

GLUT--

Glucosa

O

Figura 2.5 Mecanismo de accién'de/las sulfonilureas. Tomado de %7

*
2.6.4 Meglitinidas @9

La repaglinida (figura 2.6) y la nateglinida son ejemplos de estos f@tﬁos que acttan de
manera similar a las sulfonilureas bloqueando los Kartp, pero no pert en a dicho grupo

por diferencias en su estructura y por sus propiedades farmacocinéticas.®

Son secretagogos de rapido efecto (30 min) y accién corta (1-2 horas) que %stimulan
la secrecion de insulina en el periodo posprandial. ;

o

4




HN//////,

Figura 2.6 Estructura de la repaglinida, como se observa no contiene sulfonilos por lo que
la diferencia de las sulfonilureas

2.6.5 Biguanidas

Los principales farmacos de este"grupo comercializados en el mercado son la metformina
y fenformina. La metformina es un antihiperglucemiante, que estimula a la proteina quinasa
activada por AMP (AMPK) lo que aminora la, produccién-hepatica de glucosa (posiblemente
reduciendo la gluconeogénesis) disminuyendo la coneentracion de glucosa (figura 2.7).
Aumenta la accion de la insulina en el musculoy grasayfacilitando la captacion de glucosa
y sintesis de glucégeno. Incrementan la expresion de GLUT-4%.su capacidad trasportadora.
Asi mismo, la metformina disminuye la absorcion intestinal de _glucosa y, por lo tanto, los

niveles posprandiales de glucemia.%®
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2.6.6 Inhibidores de las a-glucosidasao o

Las a-glucosidasas, como glucoamilasa, sucrasa, maltasa e iSomaltasa, que se encuentran
en los bordes de la pared intestinal ayudan a la digestion de@uohidratos complejos y
disacéaridos (almidén, dextrinas, sacarosa) a monosacaridos facil te absorbibles. Los
inhibidores de a-glucosidasas, como la acarbosa (Figura 2.8) y el ‘miglitol, retrasan este

proceso de digestion (Figura 2.9), y permiten el paso de este material no digerido al intestino

S
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grueso causando de esta manera un menor valor de glucosa posprandial.
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Figura 2.9 Mecanismo de accion de los inhibidores de las a glucosidasas, se muestra el
farmaco acarbosa como ejemplo. Tomado de %°

2.6.7 Glucosuricos: Inhibidores del cotransportador de sodio-glucosaitipo 2
(SGLT-2)

Se entiende por glucosuricos aquellos compuestos que incrementan la eliminacién urinaria
de glucosa. Antes de considerar el mecanismo de accién de estos compuestos haremos

algunas consideraciones sobre la participacion renal en la homeostasis de la glucosa.




El primver paso en la reabsorcion de la glucosa de la orina implica el transporte de glucosa
desdeos tubulos a los capilares peritubulares a través de las células epiteliales tubulares
en el rifign. Esto se logra con la familia de cotransportadores sodio-glucosa (SGLT), la
reabsorcion/tubular de glucosa permite que la glucosa que se filtra regrese a la sangre. En
el filtrado glomerular la concentracion de glucosa es igual a la de la sangre y el proceso de
reabsorcién condiciona que no se elimine glucosa por orina; en la medida que la glicemia
se incrementa, aumenta la disponibilidad tubular de glucosa y se alcanzara un punto en el
gue comienza a aparecer glucosa en le orina, esto es conocido como la transferencia

maxima de glucosa la cual’esta entre 180 y 200 mg/dL de sangre.®

Los glucosuricos (canagliflozina; "dapagliflozina y empagliflozina), reducen la glucemia por
inhibicion selectiva del cotransportador SGLT-2, que se expresa casi de manera exclusiva
en el tibulo contorneado proximal.de_los rifiones. Esto inhibe la reabsorcion de glucosa,
disminuye el umbral renal para glucosa y,aumenta la excreciéon urinaria de glucosa (figura
2.10). Por tanto, el efecto hipoglucémicoes:independiente de la insulina y no se acompafia
de cambios en la sensibilidad o secrecion de la.insulina. Debido a que estos farmacos son

la clase méas nueva para tratar la DM tipa. 2 la gxperiencia clinica es limitada.®”
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Figura 2.10 Mecanismo de accion de los SGLT-2. Tomado de
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2.6.8 Fiazolidinedionas o glitazonas

Son agonistas selectivos del receptor nuclear activado por proliferador de peroxisomas
gamma (PPARYy), estos farmacos (rosiglitazona y pioglitazona), se unen a PPARy e inducen
la expresion (de)genes que participan en las acciones de la insulina y que regulan el
metabolismo dé carbohidratos y lipidos (figura 2.11). La accion de las tiazolidinedionas
requiere la presencia’de insulina. Estos medicamentos ejercen sus principales efectos al
disminuir la resistencia a’la insulina en tejidos periféricos, pero también pueden aminorar la
produccion de glucosa-en el higado. Las tiazolidinedionas aumentan el transporte de
glucosa hacia el tejido muscular y adiposo al incrementar la sintesis de formas especificas
de las proteinas transportadaras.de glucosa, y la translocacion de las mismas (GLUT 4,

acetil-CoA-sintetasa de acidos grasos.?

WV
Moléculade
tiazolicﬁr&di na (TZD)

Co-activador de
transcripcion
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Retinoide X

¢

EXPRESION DE GENES IMPLICADOS EN EL
METABOLISMO DE GLUCIDOS Y LIPIDOS

Figura 2.11 Mecanismo de accién de las glitazonas




2.6.9Jncretinas

Las incretinas son hormonas liberadas en el intestino en respuesta a la ingesta de
alimentos, y'que han sido reconocidas como estimuladoras fisiol6gicas de la secrecion de

insulina.5?

El péptido similarfa glucagén-1 (GLP-1R) y el péptido insulinotropico dependiente de
glucosa (GIP) ejercen,su accion a través de receptores acoplados a proteinas G, altamente
expresados en las células B de los islotes de Langerhans (figura 2.12). Son hormonas
libreadas en las porciones~alta y baja de los intestinos que intensifican la secrecion de
insulina dependiente de glucosa, aminora la secrecion de glucagon, lentifica el vaciamiento

del estdbmago y disminuye el apetito; todo esto en respuesta a la ingesta de alimentos.%3

Tanto GIP como GLP-1R se unen, en las células B pancreaticas, a un receptor de
membrana constituido por tres subunidades, el cual por medio de una proteina G estimula
la adenilatociclasa, ésta enzima a su vez.ingrementa la concentracion intracelular de cAMP
y éste estimula la actividad de lasproteinquinasa. A, el mecanismo por el cual esta cascada
de reacciones estimulan la secrecién_de insulina,no esta claro pero es independiente del
cierre de los canales de K™ y la-subsecuente despolarizacion de las células B y el
incremento de Ca?"

intracelular, perossi estas€strechamente relacionado con la

concentracién sanguinea de glucosa.®
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Figura 2.12 Mecanismo de accién de las incretinas (GLP-1, GIP). cAMP monofosfato de
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Dentto"de los farmacos que actian como incretinas podemos mencionar a: los
secretagogos de insulina que intensifican las sefiales del receptor del péptido similar al
glucagon tipo 1 (GLP-1R) (exenatide, liraglutide y lixisenatide), los inhibidores de la
dipeptidil-peptidasa-4 (DPP-4; sitagliptina, vildagliptina, saxagliptina), y los agonistas de la

amilina (Pramlintida).

2.6.10 Secretagogos desinsulina que intensifican las sefiales del receptor del

péptido similar al glugagén tipo 1 (GLP-1R)

La GLP-1 y GIP son inactivadas-rapidamente por la enzima dipeptidil peptidasa 4 (DPP-4)
(1 a 2 min), en consecuencia;.se”ha intentado, desde el punto de vista farmacologico,
enfrentar esta situacion utilizande_analogos de las incretinas que sean resistentes a la
hidrélisis causada por la DPP-4 o utilizando inhibidores de la DPP-4. El efecto beneficioso
producido por el GLP-1 no solo es debido.ala potenciacion de la secrecion de insulina, sino
gue también inhibe la secrecion d€/glucagén por.las células a pancreaticas, asi el efecto de
la disminucion de la cantidad de glueagén por los agonistas de GLP-1R y de los inhibidores

de DPP-4 contribuyen a un mejor controlde la glicémia.®

La estimulacion de la secrecion de insulina_promovida.por las incretinas y por los analogos
del GLP-1R depende de los niveles de glicemia lo cual condiciona que estos farmacos no
produzcan hipoglicemia como si lo hacen las sulfonilureas, ademas es importante destacar
gue las sulfonilureas condicionan stress sobre las células [B_pancreaticas promoviendo su

apoptosis.®®

Se han realizado investigaciones importantes para obtener agonistas)del receptor GLP-1
gue conserven los efectos fisiolégicos de la incretina original, pero qué,sean resistentes a
las acciones de DPP-4. Hasta la fecha, se han hecho investigaciones en humanos de dos

analogos sintéticos de GLP-1.
La exendina-4, obtenida de la glandula salival del Heloderma suspectum; .con una

homologia de 53 % con GLP-1 de humanos, esta es resistente a DPP-4 y posee actividad

agonista total en los receptores de GLP-1.323

29



2.6.1)nhibidores de la dipeptidil-peptidasa-4 (DPP-4)

Se puede‘inactivar la enzima proteasa DPP-4 y con ello incrementar los niveles circulantes
de GLP-1 enddgena. Estos farmacos inhiben la secrecion de glucagon, reducen los niveles
de hemoglobina)glucosilada (HbAlc) y la glucemia tanto en ayuno como posprandiales,
estimulan la proliferacion celular en el islote de Langerhans e inhiben la apoptosis. Sin
embargo, dado que DPP-4 metaboliza péptidos de muy diversos tipos con una amplia
actividad bioldgica incluyendo efectos sobre: el metabolismo de carbohidratos, la movilidad
intestinal, la regulacion.del apetito, la inflamacion, el sistema inmune y la regulacion del
dolor,®® surgen dudas teéricas en cuanto a su seguridad en administraciones crénicas. La
potencia de los inhibidores de”DPP-4 puede ser frenada por el grado de produccion

endégena de GLP-1.3233

2.6.12 Agonistas de la amilina

La amilina es una hormona polipéptidica secretada por las células B del pancreas junto con
la insulina por lo tanto, funciona comogun-compafiero sinérgico a la insulina. Funciona como
parte del pancreas endocrino y contribuye al €ontrol glucémico, su funcibn metabdlica
contribuye al mantenimiento de la homeostasis de la glucosa, es sefialada como un
inhibidor del glucagon, retrasa el vaciade- gastrico %y suprime el apetito. También es
conocida como polipéptido amiloide de los islotes (IAPP)/{Es sintetizado en las células 3 de
los islotes pancreéaticos como una prohormona y €s _hidrolizado en el reticulo
endoplasmatico. La prohormona termina de madurar en el Aparate,de Golgi y se almacena
en los mismos granulos secretores que la insulina, en consecuencia, es liberada por los

mismos estimulos que la insulina.®’

La FDA aprobé recientemente la pramlintida para el tratamiento de los pacientes con

diabetes mellitus tipos 1y 2 que no tienen un control adecuado con insulina.>%-%

2.6.13 Otros farmacos inicialmente usados para otras patologias

2.6.13.1 Secuestradores de los acidos biliares

Los secuestradores de los &cidos biliares fueron inicialmente desarrollados para el

tratamiento de las dislipidemias, sin embargo, se demostré que son capaces de reducir la
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hiperglicemia de los pacientes con DM tipo 2. Aunque el mecanismo por el cual estas drogas
actan-es desconocido, se postula que reducen la produccion de glucosa por el higado e
incrementan la liberacién de incretinas y el 4cido biliar hepatico. El Colerevelan es el Unico

medicamente de este tipo que esta en el mercado y que se utiliza en la DT2.58

2.6.13.2 Agonistas.de receptores D2 dopaminérgicos

Los Agonistas de receptores D2 dopaminérgicos como la bromocriptina, son analogos de
la dopamina que se unen‘al receptor de dicha amina en el sistema nervioso central. Es
usado para trastornos hipefisarios y Parkingson. Se desconoce su mecanismo de accioén,
sin embargo, se ha sugerido @ue, por efecto sobre el hipotdlamo altera el ritmo circadiano
condicionando un estado mas sensible a la insulina con lo cual se mejora la tolerancia a la

glucosa.38°

2.7 Productos naturales para el tratamiento de la diabetes mellitus

A pesar de la cantidad de medicamentos disponibles para controlar la hiperglucemia y las
complicaciones diabéticas, es importante la investigaciéon de otras moléculas que puedan
utilizarse para el tratamiento de la diabetes, particularmente para aquellos casos en que los
medicamentos disponibles no han sido efectivos, €onsiderando también las variantes

genéticas y las perspectivas recientes sobre la'medicina personalizada.”

Actualmente, el uso medicinal en diversas etnias del mundo€s utilizado como criterio para
seleccionar especies vegetales, llevar a cabo aislamientos biodirigidos e identificar nuevos
compuestos activos con propiedades farmacoldgicas a nivel preclinico,en una variedad de
modelos de diabetes in vitro e in vivo. Teniendo en cuenta la invaluable biodiversidad y
cantidad de metabolitos secundarios presentes en especies vegetales, los productos
naturales representan una importante fuente de biomoléculas con poténcial uso como
farmacos y medicamentos.'*’* En la busqueda de nuevos blancos terapéuticos y
biomoléculas para tratar la DM se han investigado diversas especies vegetales con

potencial desarrollo para ser utilizadas en la terapéutica de la DM.”73

Particularizando, la sintesis de metformina (asi como los medicamentos antidiabéticos de
tipo biguanida) se realizé a partir de galegina aislada de Galega officinalis, y es uno de los

medicamentos mas recetados para el tratamiento de la DM tipo 2.74” Asi mismo, se realiz6
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el estudio de la corteza y semillas manzana (Malus domestica), que condujo al aislamiento
de laflorizina, la cual es una chalcona que actia como inhibidor competitivo de SGLT-2, a
nivel intestinal es hidrolizada perdiendo el resto de glucosa y transformandose en floretina
la cual inhibé al GLUT-1 inhibiendo la entrada de glucosa en varios tejidos entre los cuales
destaca el sistema nervioso central. Se obtuvieron varios derivados semisintéticos con
enlaces glicosidicos mas resistentes a la hidrolisis aumentando su biodisponibilidad oral e
incrementando la<mayor selectividad por inhibir el SGLT-2 sobre el SGLT-1, estos
derivados se usaron como farmacos antidiabéticos, como serglifiozina, tofoglifozina,

ipraglifozina, empaglifozina, remogliflozina, canagliflozina y dapagliflozina.®8®

Diferentes compuestos fendlicos, como los flavonoides y las antocianinas tienen efectos
positivos sobre la diabetes.””Tal es el caso de las antocianinas de Ipomoea batatas y
Pharbitis nil, que son inhibidores efectivos de la actividad intestinal de a-
glucosidasas/maltasas y pueden reducir la glucemia después de las comidas ricas en
almidon. Los efectos inhibitorios de las antocianinas dependen de su estructura, ya que su
potencia como inhibidores de las a-glucosidasas es mayor en las antocianinas aciladas que
en los derivados desacilados.>® Mas-atin, el'pycnogenol, obtenido de extractos acuosos de
corteza de pino maritimo francés Rinus pinastéer, ha demostrado actividad inhibidora de
enzimas digestivas, especialmente contra-las a-glucosidasas y a-amilasas de las glandulas
salivales humanas y el pancreas porcinoj-ademas_de,los compuestos presentes en la

mezcla catequina y procianidinas inhibieron g-glucosidasas.”®

El nimero de ensayos clinicos realizados con plantas” medicinales como agentes
antidiabéticos son bastante limitados y algunos de ellos se desarrollan con formulacion a
base de hierbas. En los ultimos afios, se han publicado algunos atticulos interesantes sobre
antidiabéticos naturales y fitoterapia, incluidas las plantas medicinales utilizadas en
medicina popular. ”° Entre estas plantas, el melén amargo o cundeamor)(M. charantia), la
ortiga (U. dioica), la salvia (S. officinalis) y el nogal (J. regia) se usan ampliamente en la
medicina popular de las cuales también se han desarrollado algunos estudios.clinicos.® En
este contexto, los compuestos obtenidos de fuentes naturales estan disefiados-para ser la
base para el desarrollo de nuevos farmacos. Algunos de los compuestos obtenides)como

metabolitos secundarios estan en fase de estudios y analisis (modelos in vivo, in vitrg)."?

En la Tabla 2.8 se resumen las moléculas méas importantes aisladas de especies vegetales,
y su(s) mecanismo(s) de accion demostrados, que representan opciones prometedoras

para el tratamiento de la diabetes mellitus. En la cual podemos encontrar al -sitosterol, el
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cual es un compuesto muy comun en la familia de las Cucurbitaceae,®* y ademas tiene
relacion con la inhibicion con la actividad de la enzima a-glucosidasa® posibilitando una

mejor actividad hipoglucemiante a nivel intestinal.

Tabla 2.8 Compuestos antidiabéticos aislados de especies vegetales. Tomado de 7

Compuesto aislado Mecanismo de accion

de plantas

Quercetina

Acido Oleandlico

Kaempferol
Acido ursolico
Rutina

Luteolina
B-sitosterol

Mangiferina
Isovitexina
Acido ferulico
Acido betulinico
Acido 3,4-
dicafeoilquinico
Berberina
Lupeol

Apigenina

Miricetina
Acido caféico

“Antihiperglucemiante, inhibidor de la a-glucosidasa, agonista de

j PRARy, activa AMPK
Antihiperglucemiante, inhibidor de la a-glucosidasa, agonista de
las_amilasas, activa AMPK, mejora la apoptosis de las células
pancredticas
Agonista de PPARYy, inhibidor de la a-glucosidasa agonista de
amilasas
Antihipergliicemiante, inhibidor de la a-glucosidasa, inhibidor de
la PTP1B, activayAMPK
Antihiperglucemiante, inhibidor de la a-glucosidasa, secretagogo
de insulina
Inhibidor de.la a-glucosidasa, agonista de amilasas
Antihiperglicemiante finhibidor de la a-glucosidasa, agonista de
amilasas, inhibidor de la,PTRP1B, activa AMPK
Antihiperglucemiante, disminuye  neuropatias, actividad
antioxidante contrarnefrotoxicidad, inhibidor de la a-glucosidasa
Antihiperglucemiantessecretagogo de insulina, inhibidor de la a-
glucosidasa
Antihiperglucemiante, “disminuye  la*resistencia a la insulina,
inhibidor de la a-glucosidasa
Antihiperglucemiante, activa AMPK, inhibidor de la a-glucosidasa,
agonista de amilasas
Inhibidor de la a-glucosidasa

Inhibidor de la PTP1B

Inhibidor de la a-glucosidasa, inhibidor de la PTP1B g
Incrementa la traslacién de GLUT4, agonista de PPARY, inhibidor
de la a-glucosidasa

Inhibidor de la a -glucosidasa, agonista de amilasas

Inhibidor de la a-glucosidasa, mejora la apoptosis de las céltlas B

pancreaticas
PTP1B - Proteina Fosfatasa de Tirosina
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2.8 Citrullus lanatus (sandia)

Es una planta anual rastrera con varios tallos herbaceos, las hojas son herbaceas pero
rigidas, volviendose asperas en ambos lados de 60-200 mm de largo y 40-150 mm de ancho
(Figura 2.13)¢'Los tallos de las hojas son algo peludos y de hasta 150 mm de largo. Las
partes jévenes son densamente lanudas con pelos amarillentos a parduscos, mientras que
las partes més viejassmo tienen vello. Los zarcillos son bastante robustos y generalmente
se dividen en la parte supérior. Las flores masculinas y femeninas se producen en la misma
planta con un tallo floral de hasta 40 mm de largo y peloso. La fruta en su forma silvestre
es subglobosa, indehiscentesy de hasta 200 mm de didmetro; el tallo de fruta es de hasta
50 mm de largo, mientras crece”adquiere su forma elipsoidal algunas veces ovoide. Las
semillas son obovadas a elipticas; aplastadas, 0.5-1.5 cm x 0.5-1 cm, lisas, amarillas a

marrones o negras, raramente blaneas.'?

Figura 2.13 Hojas y fruto de Citrullus lanatus

2.8.1 Usos en la medicina tradicional

Esquivel®®* menciona en 2012 que la familia Cucurbitaceae a la que pertenece Citrullus
lanatus es la mas importante con uso antidiabético en la medicina tradicional en México.

En algunas regiones de é&frica las semillas se administran via oral para el tratamiento de la
diabetes.?*8® Se usan como diuréticos,!! tiene accion hipotensora y para“tratar las
infecciones de las vias urinarias.’® El aceite se extrae de las semillas y se usa para el
tratamiento de la sarna y para el bronceado de la piel,®® al igual que tiene una accidn
antihelmintica. Las hojas se usan en la India como antiinflamatorios y como antiséptico.?’

La cascara se prescribe en casos de intoxicacion alcohdlica y diabetes. La raiz se usa como



purgante y en dosis altas también puede servir como emético. Los frutos se comen como
febrifugos cuando estdn completamente maduros; sirven como diuréticos y son efectivos
en el tratamiento de hidropesia y célculos renales. Esta especie vegetal es usada en el
norte de Sudan para quemaduras, hinchazones, reumatismo, enfermedad de la gotay como

laxante, en Sehegal a los frutos se les ha relacionado como un purgante.*?

2.8.2 Antecedentes _farmacoldgicos

Se ha demostrado que los.extractos metandlicos de semilla (200 mg/kg) revelaron actividad
antioxidante, antinflamatorio/y analgésico significativa (p <0.05) en comparacion con el
diclofenaco sodico y la morfina, respectivamente, probados en ratas Wistar y
posteriormente podria usarse com6 medicina alimentaria.®® Los extractos etandlicos de la
semilla de C.lanatus ejercen unagprateccion significativa contra el estrés oxidativo en
diabetes inducida por estreptozotocinapor su potencial para mejorar la peroxidacion de
lipidos a través de la actividad de eliminacion de radicales libres, que mejora los niveles de
sistema de defensa antioxidante# este efecto puede atribuirse a la presencia de metabolitos
secundarios en el material vegetal#Varghese sugiere que se necesitan mas estudios para
identificar el mecanismo exacto para‘esta actividad.:.El aceite de las semillas de C. lanatus
posee actividad hepatoprotectora ademéas mostro) buena actividad antiinflamatoria
comparado con el diclofenaco mediante pruebas de<«€dema inducido por carragenina en
pata de raton.® El extracto etandlico y éter de<pétréleo (150,)200 y 250 mg/kg) de la semilla

muestran efecto antihiperglucémico.®®

2.8.3 Antecedentes fitoquimicos

El aceite de las semillas contiene terpenoides y compuestos fenélicos®.y el contenido de
proteina cruda de las semillas de sandia estan dentro de los rangos: 28.25-35:00% y varian
significativamente (p < 0.05). Los niveles de humedad, fibra cruda y cenizas en las semillas
se encontraron entre 2.16-3.24%, 1.95-3.42% y 4.29-6.60%, respectivamente. Las
caracteristicas fisicoquimicas estudiadas de los aceites extraidos fueron: conténido de
acidos grasos libres (1.17-2.10% de acido oleico), indice de yodo (97,10-116,32 g de I, 100
g de aceite), indice de saponificacion (190.20-205.57 mg de KOH g de aceite),
insaponificable (0.54-0.82%). El acido linoleico es el principal acido graso que se encuentra

en los aceites de las semillas, con una contribucion del 45.30-51.80% del total de acidos
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grasos. Otros acidos grasos determinados fueron oleicos, 20.2-23.5%, palmitico, 15.1-
16.9% estearico, 11.5-14.4%. El contenido de a- y &-tocoferol en los aceites fue de 120.6-
195.6 y.9.1-58.3 mg-kg™, respectivamente.®®* Se ha demostrado la presencia de
compuestos’ fendlicos en las semillas de sandia, tales como &cido gélico acido caféico,
acido p-cumarico, rutina, quercetina, quercitrina, luteonol y catequina; igualmente presencia
de aminoacidos”como arginina, aspartato, glutamato, glicina, leucina, fenilalanina, entre

otros.%!
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3. OBJETIVO GENERAL

Media@ smétodo biodirigido, evaluar la posible actividad antidiabética de extractos y
fraccione ﬁemilla y cascara de Citrullus lanatus en un modelo murino de diabetes.

Q




3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Identificar la especie vegetal Citrullus lantanus

2. Obtener extractos organicos de cascara y semilla mediante el método de extraccion
soxhlet'con disolventes de polaridad ascendente.

3. Evaluarel efecto hipoglucemiante de C. lanatus en ratones macho de la cepa CD-1
normoglucémicos

4. Evaluar el efecte”antidiabético de C. lanatus en un modelo de diabetes tipo 1, en
ratones macho de’la cepa CD-1 diabetizados con aloxano

5. Separar los metabolitos de los extractos que resulten activos mediante

cromatografia en columna
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4. I-@I’ESIS

Con ba@ wun criterio de seleccién etnomédico, la cascara y semilla de la especie vegetal
Citrullus a@s presentara actividad antidiabética en un modelo de ratones macho de la
cepa CD-1 di izados con aloxano.




5. JUSTIFICACION

A pesargsde +que existen diversos farmacos para el tratamiento de la DM como las
sulfonilureas, eficaces en controlar la hiperglucemia; biguanidas, que incrementan la
sensibilidad & 1a insulina; inhibidores de la a-glucosidasa, que reducen la hiperglucemia
postprandial y tiazolindindionas que mejoran el sindrome de resistencia a la insulina y
diferentes preparados’de insulina humana, la DM sigue siendo un problema de salud a nivel
mundial.® De acuerdo a1a OMS en el mundo hay mas de 347 millones de personas con
diabetes, en el 2012 ‘fallecieron 1.5 millones a causa de esta enfermedad, también
menciona que la prevalencia‘de diabetes en México ha aumentado del 6 % al 12 % en los
Gltimos 5 afos.'® La Encuesta’Nacional de Salud (ENSANUT) refiere que, en 2006, 4
millones de mexicanos han sidodiagnosticados con algun tipo de diabetes, lo cual aumento
a 8.6 millones de personas para el;2018.

Es por ello que investigar moléculas bieactivas de origen natural, como plantas medicinales
resulta una tarea importante.!! En el periedo 1970-2006 existian 1184 entidades quimicas
provenientes de productos naturalés aprobadas;como medicamentos, lo que demuestra la
importancia del estudio fitoquimico®y.de-la farmacognosia en la busqueda de extractos y/o

moléculas bioactivas producidas por eéspecies vegetales.’ "> 7980

Por otra parte, en la medicina tradicional de algunas partes del mundo se utilizan algunas

partes del fruto de Citrullus lantanus para el tratamiento de la diabetes.!!

Por lo que, con base en un criterio de seleccion etnomédico, la presente investigacion
propone corroborar o descartar cientificamente el uso de Citrullus lanatus para el
tratamiento de la diabetes, en un modelo murino de diabetes, ademas de obtener los

extractos o metabolitos presentes en la especie vegetal.
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6. @ODOLOGIA

Se pu%&umir la metodologia del proyecto en tres pasos mostrados en la figura 6.1. Al

tratarse de andlisis biodirigido el paso 2 (evaluacion farmacoldgica), y el paso 3

(separacién @atogréfica), pueden repetirse el nUmero de veces que sean necesarias

hasta encontraﬁ‘ xtractos considerados.

oA
() Separacidn, identificacién y

secado del material vegetal

1. PREPARACION DE LOS
£XTRACTOS
Extraccién continua por
tecnica Soxhlet

Evaluacién de los extractos y
las fracciones en ratones

7. EVALUA"|L‘/N normoglucemlcos

FARMACOLOGICA ”
Evaluacion de los extractos

y/o fracciones en ratones Anilisis
diabéticos S
biodirigido
Los extractos activos se
separan por columna
cromatografica

Metodologia

3. SEPARACION POR
CROMATOGRAFIA
Andlisis de fracciones activas

por LS/MS

Figura 6.1 Metodologia general para el desarrol c@ proyecto

6.1 Recoleccion del material vegetal < >®

La recoleccion del material vegetal (figura 6.2), se realizd en un plantio de %\ias ubicado
en la Rancheria Miahuatlan tercera seccién, Cunduacan, Tabasco ( 546547, -
93.2136619 Google maps); colectandose el 7 de junio del 2018, muestras de @l’: hojas,
flores y 30 frutos de sandia (tamafio 35-40 cm) con el fin de realizar su identifica@con la

colaboraciéon de la Dra. Nelly Jiménez Pérez encargada del herbario de la N%c‘n
Académica de Ciencias Biologicas (DACBIol).




6.2 Preparacion de los extractEQ‘

”~

Con base en metodologias previame@xscritas,90'9*95 se realiz6 la separacion de las

partes del fruto en semillas y cas (figura 6.3), una vez separadas, se realiz6 el secado

-

crujientes para posteriormente mole@ n un@adora hasta obtener un polvo; esto se
ia;é

%‘En la Figura 6.4 se muestra el

e

en una estufa a 60°C durante ias h‘ayque las semillas y la cdscara quedaran

utilizdé como material vegetal para }tracci
s

procedimiento general para la preparacion@lo

L J ¢ 4 5 S a5 7R, _
Figura 6.3 a) cascara de sandia seca, b) semillas de sandia secas @



Secado del

: Molienda
Colecta del material del material
material vegetal vegetal
vegetal Estufa 60°C seco

3 dias

Determinacion
de las partes o de peso del
del fruto Idenélgclgcmn material seco y

* Semillas especie molido

» Céascara Q

Figura 6.4 Metodologia agﬁ'&al de la preparacion del material vegetal

6.3 Extraccion soxhlet

Condiciones ae reflujo o y
. Extraccion de cascara 'y

a bafio'Maria duranie 4 .
semillas con hexano
horas

Extraccion Soxhlet del
material seco

Extracto metandlico cascara (F'/AClc)

Extracto hexanico cascara (EHC/c)

Extraccién de cascaray
semilla con metanol

Extracto metandlico semilla (EM/s)

Extracto hexanico semilla (EHCIs) ’

Figura 6.5 Metodologia general para el proceso de extracci@oﬂat

A partir de 410.58 g de semilla y 301.9 g de cascara del material vegetal seco.y molido, se
procedi6é a la extraccion soxhlet para la obtencién de los extractos de se cascara

utilizando disolventes de polaridad ascendente como lo son hexano y metanol 6.5)

Se sumergieron tres sistemas soxhlet, en una solucién de 0.5 M HNO3 un dia ant&%a

extraccién, para asegurar que estuviera libre de contaminantes. O

.



Par. da extraccion, la cantidad de disolvente colocada fue en relacion 1:5 m/v con
res a la muestra. La muestra se introdujo en dedales hechos con papel filtro abiertos
por Ia@ de arriba (Figura 6.6), al comenzar la extracciéon se realizé en condiciones de

reflujo a @Aarl’a durante 4 horas.*®

Figura 6.6 Extraccion con qxhl

5

Se eliminaron los volatiles de los 4 extractos) utiliza

pleada en la metodologia

-
n rotavapor y posteriormente se

liofilizaron (liofilizadora marca Heto Drywinn@para 0 eros libres de disolventes y un

mejor manejo en peso; una vez secos los éxtractos s aron y almacenaron para
posteriormente determinar el rendimiento obtenido para cada uno.

6.4 Separacion cromatografica o,

Q

Se realizé la separacion mediante columna cromatogréafica por gravedad en:columnas de

vidrio utilizando una relacién de 1 g de extracto por 20 g de gel de silice @2); usando

6200 mm
marca Merck®. @

Se realizaron dos columnas cromatogréaficas, una para el EMCls eluyendo las mue n

como soporte gel de silice 60 de malla 70-230 y tamafio de particula 0.06

un sistema gradiente diclorometano 100 % a metanol 100% de la cual se obtuviero
fracciones (figura 6.7); y otra para el EHClc en un sistema hexano 100% a acetato de etilg
100% de la cual se obtuvieron 74 fracciones (figura 6.8).




OTabIa 6.1 Fracciones obtenidas de la columna cromatografica de EMCls

., Sistema
O/‘ Fraccion o1 Cl./MeOH
L 1-3 100/0
4-8 90:10
®/\ 9-14 80:20
15-19 70:30
kS}‘ 20-28 60:40
29-33 50:50
0' 34-38 0/100

o

EMCls ."‘@)’éﬁ”)

-{Aciones colectadas cada 200 mL

* Reuniones

e Evaluacion farmacoldgica

.

Figura 6.7 Procedimiento general para el analisis cro%gréﬁco del EMCls

Tabla 6.2 Fracciones de la columna Echo,

Fraccion Hex/Ac.Et.

1-5 100:0 ®
6-16 95:5 )\
17-25 90:10
26-31 85:15 @
3237 7525 6
38-47 65:35 (9
48-53 55:45 6’\
54-58 45:55 O
59-65 35:65 O

66-72 25:75 .
73-74 0:100




e Sistema gradiente Hex/Ac.Et
* Soporte gel de silice 60 (SiO,)

eFracciones de 200 mL

Figura 6.8 Procedimier@q@eral para el analisis del EHCIc

Se monitored la separacion de lo Sgesto ediante cromatografia en capa fina (CCF)

en cromatofolios Merck® de gelde s Oyp Cg(compuestos mas polares se utilizaron
cromatofolios Merck® de silice fase rev %Eas on visualizadas con los siguientes

reveladores: reactivo para flavonoides ! (dife nato de 2-aminometilo), 4-
hidroxibenzalidehido, sulfato sérico amonia(@l 1% en acido sulfurico 2N, y mediante la
desactivacion de la fluorescencia del indicador de la CC uz UV (lampara UV portétil

marca Mineralight UV 254/365 nm modelo UVSL-58).

>

6.5 Determinacion del efecto hipoglucemiante en ratones norémicos

Se utilizaron 30 ratones macho de la cepa CD-1 entre 22-30 g de peso c?a edad de 3
meses, almacenados en condiciones estandar de laboratorio (temperatura 25°C, luz-
oscuridad 12/12 horas, acceso libre a agua y alimento), basados en la N&- 0-062-
1999.%

Para determinar el efecto hipoglucémico de los extractos obtenidos y asi biodirigir el‘estudio
hacia los que presentaran actividad hipoglucemiante. Se usaron los extractos obtenido
soxhlet y algunas de sus fracciones previamente separadas por cromatografia. Se utili

L 2

como vehiculo una solucion de Tween 20 al 5% en solucién salina isoténica (control




neggo‘) contra la cual se compararon los grupos de tratamiento. Como farmaco de
refe se usO glibenclamida (control positivo) que funciond para observar el
comportamiento farmacolégico de los extractos aplicados. Los extractos y fracciones se

disolviero{ﬁcompleto en el vehiculo, la glibenclamida solamente se disolvio en solucién

salina isoténi@

Se determinaron @)e‘sos de cada uno de los ratones en una balanza OHAUS® Scout Pro
y se dividieron en os de 5 ratones cada grupo (figura 6.9); a) control negativo tween
20 al 5% diluido erfﬁ('n salina isotonica (4 mL/kg); b) control positivo glibenclamida (5
mg/kg); c) grupo extra§ tanodlico de la semilla EMCls (300 mg/kg); d) grupo extracto
metandlico de la céscara%l (300 mg/kg); e) grupo extracto hexanico de la semilla

EHCIs (300 mg/kg), f) grupo cto hexanico de la cascara EHCIs (300 mg/kg).

-

También se evaluaron cuatro fra es, obtenidas de la separacién cromatografica de los
extractos (Figura 6.8), las cuales fuefonig) EMCISRS, h) EMCIsRS5, i) EHCIcR13, j) EHCICR8

en una dosis de 100 mg/kg. ‘A

ANALISIS HIPOGLUCEMIANTE

30 ratones miacho de la cepa CD-1

SN &

a) Grupo control negativo S b) Grupo control positivo

Tween 20 diluido en SSI al glibenclarnida 5mg/kg
5%, 4 mL/k

c) Grupo EMCls g) Grupo EMCI5RS
300mg/kg (n=5) 100mg/kg (n=5)

d) Grupo EMClc h) Grupo EMCIsR5

300mg/kg (n=5) 100mg/kg (n=5)

e) Grupo EHCIs i) Grupo EHCIcR13
300mg/kg (n=5) 100mg/kg (n=5)

f) Grupo EHClc j) Grupo EHCIcR8
300mg/kg (n=5) 100mg/kg (n=5) 6\

Q

Figura 6.9 Grupos formados y dosis administradas (i.p.) en analisis hipoglucemiante,o
donde se usaron los extractos y fracciones .




Después de un ayuno de 12 horas, se administraron los cuatro extractos y los controles via
intr

neal (0.1 mL por cada ratén), midiendo los valores de glucosa en los tiempos
02,4 é
obtener nﬁota homogénea de sangre a aplicar en una tira reactiva (Accu-Chek®

performance@
6.6 Determinacié‘&l‘efecto antidiabético en ratones administrados con aloxano

Se utilizaron 25 raton@\acho de la cepa CD-1 entre 29-44 g en edad de 3 meses,
almacenados en condick@’ estandar de laboratorio (temperatura 25°C, luz-oscuridad

12/12 horas, acceso libre a auaalimento), basados en la NOM-ZO0-062-1999.%

oras post-administracion con la técnica de incision en el apice de la cola hasta

Los ratones fueron diabetizado %oxano (Sigma-Aldrich®) a una sola dosis de 100

mg/kg, administrando 0.2 mL a cad n por via intravenosa usando la técnica de puncién

en la vena caudal. ® \

Los grupos formados fueron: a)@negati » Tween 20 al 5% diluido en solucién salina
isotonica (4 mL/kg), b) control positi ihencl?' a (5 mg/kg), c) grupo extracto metanolico
de la semilla reunién 5 EMCIsR5 ( /kQ), 0 extracto metandlico de la semilla
EMCls (50 mg/kg), e) grupo extracto he y:‘o de illa EHCIc (50 mg/kg).

a) Grupo control 6
negativo Tween O

20 diluido en SSI
al 5%, 4 mL/kg
(n=5)

b) Grupo
control positivc
ANALISIS glibenclamida

ANTIDIABETICO 5mg/kg (n=5) )\

25 ratones macho

de la cepa CD-1 @ 5

EMCIsR5
50mg/kg 50mg/kg

e @&S‘O
@)

(n=5) (n=5)

Figura 6.10 Grupos formados y dosis administradas (i.p.) en el analisis antidiabético




Al tener los ratones diabéticos (glucosa > 200 mg/dL) y los grupos formados (figura 6.10),
se continud, eon la administracion de los extractos, las fracciones (las mas activas en el
analisis normoglucémico) y los controles a las dosis indicadas a un volumen de 0.14 mL sin

previo ayunoymidiendo los valores de glucosa a los tiempos 0, 0.5, 1, 2, 4 y 6 horas.
6.7 Datos y analisis

Para establecer la diferencia estadistica significativa entre los grupos tratados y el control
negativo, se utilizé una prueba de Andlisis de Varianza de una via (ANOVA) seguida de una
prueba de Tukey y una prueba de Dunnet, estableciendo una diferencia estadistica

significativa con un valor *p< 0.05¢usando el software IBM SPSS Statistics 23®.

Se realizé el andlisis de los datos® obtenidos en los analisis normoglucémicos y
antidiabéticos, graficandolos como porcentaje de variacion de la concentracion de glucosa.

Las gréaficas se realizaron con el software. GraphPad Prism 5®.
. Gx
% variacionyde glugosa = ——x100

Go

Dénde: Gx = glucosa al tiempo x; Go = glu€osa inicial
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Obtencion de los extractos

Se depositd’ una muestra de tallos, hojas, flores y frutos de la especie vegetal colectada.
Fue identificada’/por la Dra. Nelly Jiménez Pérez encargada del herbario de la DACBiol
como Citrullus Tanatus con numero de voucher 35848 e incorporado a la Coleccién de

Plantas Vasculares,Herbario UJAT.

De los 30 frutos de sandia utilizados, se obtuvieron 410.58 g de semilla molida y seca, y
301.9 g de cascara molida’y\seca, lo que se usé como material vegetal para la obtencion
de los extractos por soxhlet. Estos se llevaron a sequedad para dejarlos libres de
disolventes; se realizé el calculo del porcentaje de rendimiento (Tabla 7.1) para cada

extracto mediante la siguiente formula.

L g de extracto seco
% rendimiento_= x 100
g de planta seca

Tabla 7.1 Rendimiento de extractos

EXTRACTO TOTAY (@) (o RENDIMIENTO (%)
EMCls 144 3.5
EMClc 23 7.61
EHCls 66.159 16.11
EHClc 2.644 0.87

7.2 Analisis hipoglucemiante en ratones normoglucémicos

Se construyeron curvas dosis respuesta del efecto normoglucémieo de los extractos:
EMCls, EMClIc, EHCIc y EHCls.

La SSI (4 mL/kg) usada como control negativo muestra un aumento en elsporcentaje de
variacion de glucosa en los tiempos 120 y 240 min con respecto al tiemipo cero; la
glibenclamida, usado como farmaco de referencia, disminuyé los niveles de«glucosa por

debajo de los extractos de C. lanatus en todos los tiempos de analisis.

El EMCls (grafica 7.1), mostré los mejores resultados con diferencias significativas en240
y 360 min. Esto debido a que la fraccion metandlica contiene compuestos fenélicos debido

a su naturaleza polar, como diversos acidos que han demostrado actividad antidiabética.”?
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Durante el estudio del EMCIs (300 mg/kg) se observaron glucemias de hasta 20 mg/dL
posterior a los 120 min de administracion (teniendo como referencia valores normales de
glucosa en ratones de 50-75 mg/dL,%*8) por lo que se decidié ajustar las dosis a 100 mg/kg

para los analisis posteriores.
El EHClc mostrédiferencia estadistica significativa a los 360 min de analisis y una tendencia

en la disminucion-deqos valores de glucosa. Por lo anterior, se eligieron estos extractos

para continuar con suU separacion cromatografica y su posterior andlisis farmacolégico.

Variacion de glucosa en ratones normoglucémicos EMCIs (i.p.)

~ 40-

>

N

]

(7))

o

(@)

=

o

)

o

c

0

o —@— SSI(0.9%, 4 mL/Kg)
.g -604 —-®- Glibenclamida (5 mytkg)
C>U EMCls (300 mg/kg)

'80 I I I | | I |
0 60 120 180 240 300 360

Tiempo (min)

Gréfica 7.1 Curva dosis-respuesta del efecto hipoglucemiante del EMCls: SSI (4 mL/kg),
glibenclamida (5mg/kg) y EMCIs (300 mg/kg) en ratones CD-1 de. lLos/resultados son
expresados como el promedio = D.E. de 5 cinco experimentos (*p<0.05 vs control)
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Variacién de glucosa en ratones normoglucémicos EHCIc (i.p.)

/-O\ 40'

S

c 204

0

O

O 04

=

o

Q -20'

o

S -40- —n
O —@— SSI(0.9%, 4 mL/kg) *
-g -604 B Glibenclamida (5 mg/kg)

g EHClc (300.mg/kg)

o
S

0 60 120+, 180 240 300 360
Tiempo (min)
Gréfica 7.2 Curva dosis-respuesta-del efecto hipoglucemiante del EHCIc: SSI (4 mL/kg),

glibenclamida (5mg/kg) y EHClc/(300-mg/kg) en ratones CD-1 de. Los resultados son
expresados como el promedio +'DYE; de 5 €ineo, experimentos (*p<0.05 vs control)

Paralos EHCIs y EMClIc (grafica 7.3 y 7.4) se observé un.aumento en los valores de glucosa
alun mas que el control negativo durante todos los tiempos de analisis, por lo que los
metabolitos contenidos en el extracto hexanico de semillasho poseen actividad como
hipoglucemiante. Con base en lo anterior, se decidi6 no eontinuar con su andlisis

farmacoldgico ni con su separacién cromatografica
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Variacion de glucosa en ratones normoglucémicos EHCIs (i.p.)

o
.0 O
LS

NN
T2

—@— 'SSI(0.9%, 4 mL/kg)
—— Glibenclamida (5 mg/kg)
- EHCIs/(300 mg/kg)
-100-+— T

o &
il

Variacion de glucosa (%

0 60 2120, 180 240 300 360
Tiempo (min)
Gréfica 7.3 Curva dosis-respuesta‘del efecto hipoglucemiante del EHCls: SSI (4 mL/kg),

glibenclamida (5mg/kg) y EHCIs (300 mg/kg).en ratones CD-1 de. Los resultados son
expresados como el promedio #D.E. de 5/cinco experimentos (*p<0.05 vs control)

Variacion de glucosa en ratones normoglucémicos EMClc (i.p.)

—~ 1001~
801
604
404
201
0-
-20-
-404 —u
-60- - SSI (0.9%,'4 mL/kg)
—l- Glibenclamida (5 mg/kg)
-80+ EMClc (300 mg/kg)
'100 1 1 1 1 I I I
0 60 120 180 240 300 360

Tiempo (min)

Variacion de glucosa (%

Gréfica 7.4 Curva dosis-respuesta del efecto hipoglucemiante del EMClc: SSI (4 mL/kg),
glibenclamida (5mg/kg) y EMClc (300 mg/kg) en ratones CD-1 de. Los resultados son
expresados como el promedio = D.E. de 5 cinco experimentos (*p<0.05 vs control)
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A continuacion, se muestran los resultados de las reuniones obtenidas de los extractos que

resultaron’con actividad farmacoldgica positiva los cuales fueron el EHCIc y el EMCls.

En las grafieas se comparan los resultados de las reuniones, el extracto correspondiente,

el vehiculo y la glibenclamida, la dosis de las reuniones de ajusto a 100 mg/kg.

La gréafica 7.5 muestralos porcentajes de variacién de glucosa para la reunion 8 del extracto
hexanico de la cascara«(EHCIcR8) la cual incluye las fracciones 29-33 de la columna
cromatogréfica del EHCle.con un peso de 49.5 mg correspondiente al sistema gradiente
85:15 Hexano/Ac. Et.

También se observa una tendencia similar en las curvas del extracto y su fraccién; a pesar
de si se disminuyeron los valores,de glucosa, no se observéd diferencia estadistica

significativa de EHCIcR8 con respecto‘a la SSI.

Variacion de glucosa en ratones normoglucémicos EHCIcRS (i.p.)

N D O
T 29

N
<

SSI(0.9%, 4 mL/kg) —il
Glibenclamida (5 mg/kg) *
EHClc (300 mg/kg)

—@®— EHCIcRS8 (100 mg/kg)

||

0

X

Variacion de glucosa (%)
o)
o o
[ 1

o
S

|| || || || |
60 120 180 240 300 360
Tiempo (min)
Grafica 7.5 Curva dosis-respuesta del efecto hipoglucemiante del EHCIcR8: SSI.(4
mL/kg), glibenclamida (5mg/kg), EHCIs (300 mg/kg) y EHCIcR8 (100 mg/kg) en ratones

CD-1. Los resultados son expresados como el promedio + D.E. de 5 cinco experimentas
(*p<0.05 vs control)
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La grafica 7.6 muestra los porcentajes de variacion para la reunion 13 del extracto hexanico
de la.céscara (EHCIcR13) la cual incluye las fracciones 63-68 de la columna cromatogréfica
del EHCIc con un peso de 34.9 mg correspondiente al sistema gradiente 35:65
Hexano/Ac.Et.;

Aunque si disminuyen los niveles de glucosa, no se observé diferencia estadistica
significativa del EHCICR13.

Variacion de giucosa en ratones normoglucémicos EHCIcR13 (i.p.)

N A O
T 29

R
e

SSI (0.9%, 4 mL/kg)
Glibenclamida«(5 mg/kg)
EHClc (300 ma/kg)

¥ EHCIcR13 (100/mg/kg)

0 60 120 180 240) 300 360
tiempo (min)

"
<
z

Variacion de glucosa (%)
o
o o
1 1

o
S

Grafica 7.6 Curva dosis-respuesta del efecto hipoglucemiante del EHCIcR13: SSI (4
mL/kg), glibenclamida (5mg/kg), EHCIc (300 mg/kg) y EHCIcR13 (100.mg/kg) en ratones
CD-1. Los resultados son expresados como el promedio + D.E. de 5'cinco experimentos

(*p<0.05 vs control)

Resultados de la reunion 5 (Grafica 7.7), del extracto metandlico de la semilla\(EMCIsR5)
la cual incluye las fracciones 10-14 de la columna cromatogréafica del EMCIs con-un.peso
de 227.7 mg correspondiente al sistema gradiente 80:20 CH»Cl,/MeOH.

El EMCIsSR5 logr6 buenos resultados con diferencia estadistica significativa con respecto.a
la SSI en el tiempo 240 min.
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Variacion de glucosa en ratones normoglucémicos EMCIsRS5 (i.p.)

Ny B o
S22 9

*
*
SSI0.5%, 4IW|F —

-
—l— Glibenelamida (5 mg/kg)
-
1
0

R
<

& A
i

EMCIs (300 mg/kg)
EMCIsR5 (100 mg/kg)

Variacion de glucosa (%)
o

o
S

60 _ 120+ 180 240 300 360
tiempo (min)

Grafica 7.7 Curva dosis-respuesta del efecto hipoglucemiante del EMCIsR5: SSI (4
mL/kg), glibenclamida (5mg/kg), EMCIsS (300 mg/kg).y_ EMCISR5 (100 mg/kg) en ratones
CD-1. Los resultados son expresados como.el promedio + D.E. de 5 cinco experimentos

(*p<0.05 vs contral)

La grafica 7.8 muestra los resultados para la reunion 8 del extracto metandlico de la semilla
(EMCIsRS8) la cual incluye las fracciones 25 y 26 de la columna_cromatogréafica del EMCls

con un peso de 0.5748 g correspondiente al sistema gradiente 60:40 CH,Cl,/MeOH.

Para esta reunién la curva muestra una tendencia al disminuir los valeres de variacion de
glucosa, consiguiendo una eficacia similar a la glibenclamida con diferencia estadistica

significativa los tiempos 240 y 360 min con respecto a la SSI.
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Variacion de glucosa en ratones normoglucémicos EMCIsR8 (i.p.)
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P 9

N T 2L L L ErEE L E R E L L iy RN R

SSI(0.9%, :W'

Glibenclamida (5 mg/kg)
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Variaciéon de glucosa (%)
S S 9

"¢

Gréfica 7.8 Curva dosis-respuesta del efecte’hipoglucemiante del EMCIsR8: SSI (4
mL/kg), glibenclamida (5mg/kg), EMCIs!(300 mgrkg) y EMCISR8 (100 mg/kg) en ratones
CD-1. Los resultados son expresados como el promedio = D.E. de 5 cinco experimentos

(*p<0¢05-ys control)

7.2 Analisis cromatografico

Se realizé un estudio farmacolégico del efecto hipoglucemiante de los 4 extractos y en base
a los resultados, se realizaron dos columnas cromatogréaficas de los extractos obtenidos,
una para el EMClIs y otra para el EHClc.

Se impregnaron 5 g de muestra EMClIs en 7 g de silice empacando la columna en 100 g de
gel de silice, utilizando un sistema gradiente de CH,Cl, y MeOH, colectandoJas fracciones
cada 200 mL de eluyente, los cuales se concentraban y se colocaban en viales de vidrio
previamente pesados. Se inicid el sistema de la columna con 600 mL de diclorometano al
100% aumentando gradualmente a 10% de metanol al cambiar de sistema, obteniéndose

38 fracciones en total (tabla 7.2).

57



Se realiz6 el monitoreo de la separacion de los compuestos por CCF; las 38 fracciones
obtenidas se observaron en una lampara UV en la onda corta (254nm) y onda larga (365
nm) afadiendo un agente revelador siendo revelador para flavonoides (difenilborinato de 2-

aminometilo) o 4-hidroxibenzaldehido.

Se realiz6 el‘andlisis cromatografico completo de las fracciones obtenidas, este analisis
permite integrar las fracciones obtenidas en reuniones, dependiendo del sistema en el que

fueron separadas y«@ lo.observado en las CCF (Tabla 7.3).

Tabla 7.3 Separacion por cromatografia en columna del EMCls

Fraccion Mezcla C!"flve de Peso(g) Observaciones
CH2Cl2/MeOH ¢_~Teunién EMCls
1y?2 100:0 | R1 0.107 Color amarillo
3-4 100:0 ~.) R2 0.038 Incoloro
5 90:10 ~ #R3 0.274 Amarillo intenso
6-9 90:10 R4 0.108 pp blanco
10-14 80:20 R5 0.574 Evaluacién farmacolégica
15-20 70:30 . R6 0.227
21-24 60:40 y R7 .  0.793 pp pastoso
25y 26 60:40 “R8 0.450 Evaluacion farmacolégica
27-34 50:50 R9 1.089 pp blanco
35-38 0:100 *R10 7 4,0.460 Abundante pp blanco

En la figura 7.1 a se muestra la CCF la.cual contieneya R5. Se observé una intensa
coloraciéon amarilla al aplicar el revelador para-flavonoides, lo cual indica posible presencia
de dichos compuestos; igualmente se obtuvo cantidad sdficiente, razén por la cual se
decidi6é continuar con su analisis farmacol6gico. En la Figura/7.1.b se muestra la R8, fue
tratada con revelador para flavonoides y se observé una intensa ¢oloracion azul, que puede
indicar presencia de antocianinas; se obtuvo cantidad suficiente, razon_por la cual se decidié
continuar con su analisis farmacoldgico razén por la cual se decidio contindar con su andlisis

farmacoldgico.
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8
R6 R7 R8 R9 R10 EX

a)

Figura 7.1 a) reuniones 1-5 en‘sistema CH.Cl,/MeOH 90:10, aplicado el revelador
flavonoides y observado en la onda‘larga (365nm). b) reuniones 6-10 en sistema
CH.CIl/MeOH 70:30, aplicado el revelador flavonoides y observado en la onda larga
(365nm).

Se realiz6 la separacién cromatografica del EHClc. Para ello se adsorvieron 1.4193 g de
EHClIc en 3 g de silice, por la cantidad-de.muestra.afadida se empaco la columna en 30 g
de gel de silice, se colectaron fracciones.cada 50 mL, utilizando un sistema gradiente
Hex/Ac.Et., a los cuales se colocaron en wiales pesados, obteniendo un total de 74
fracciones iniciando con 250 mL de hexano al_ 100 % aumentando gradualmente 10 % de

acetato de etilo al cambiar de sistema.

Se realiz6 el monitoreo de los compuestos por CCF de las._74 fracciones obtenidas,
observandolas en una lampara UV en la onda corta (254nm) y”onda larga (365 nm)

afiadiendo 4-hidroxibenzaldehido para todas las placas

Posteriormente se secaron y se guardaron en viales para continuar _eon, el analisis
cromatografico completo de la columna del EHClc para formar las reuniones*dependiendo
del sistema del que fueron obtenidas y a lo observado en las CCF. Estas reunignes son las
gue se utilizaran para los analisis farmacol6gicos, los cuales estan indicados en_la’'Tabla
7.5.




Tabla 7.5 Analisis cromatogréafico columna EHCIc

Mezcla Clave de reunioén

@ Hex/Ac. Et EHClc Peso (g) Observaciones

1 (‘ 100:0 R1 0.4826 Pp blanco

4-1 L 95:5 R2 0.0219

12-14 ® 95:5 R3 0.2452 Amarillo intenso
15-20 /‘90210 R4 0.0213

21-22 R5 0.0177

23-27 R6 0.0268

28 R7 0.0016
29-33 R8 0.0495 Evaluacién farmacolégica
34-43 75:@ R9 0.5891
44-46 65:3 R10 0.0304 Verde
47-53 55:45 R11 0.0695
54-62 45:55 R12 0.0640
63-68 35:65 R13 0.0349 Evaluacion farmacolégica
69-72 25:75 0.0714
73-74 0:100 % 0.0958

La CCF mostré un compuesto de color

ser un compuesto de interés al i

un compuesto de coloracién café

Hex /AcEt. 91

quel aC
|.se o

azul intenso en R8 (figura 7.2 a), este puede

e R13 (figura 7.2 b), en la cual se encontré

0 solamente en dicha reunion.

Ri12 R13 R14 RIS ©

Hex/AcEL 7:3

observadas en onda larga (365nm). b) reuniones 12-15 sistema Hex/Ac.Et

Figura 7.2 a) reuniones 6-8, sistema Hex/Ac.Et 90:10 (GB: glucésido de B-siﬁ%&,
7

observadas en onda larga (365nm)

o

4




7.4 Determinacion del efecto antidiabético en ratones administrados con aloxano

Para la diabetizacion se establecié un criterio de inclusion para ratones diabéticos que
mostraran glucemias de > 200 mg/dL, se presentaron sintomas visibles como poliuria y
polidipsia a partin del tercer dia post-administracion del aloxano en los ratones con mas bajo

peso; igualmente en todos los ratones diabéticos durante los 7 dias post-administracion.

Con los resultados<eslos extractos y fracciones a los tiempos establecidos, se graficaron

como porcentajes de variacion de glucosa.

Muchos flavonoides han demestrado ser beneficiosos en la prevencion de la diabetes, por
lo que, como se observo en las €CF, la presencia de dichos compuestos en esta fraccion,
concuerdan con los resultados 'de . EMCIsRS5, una disminucién significativa de los niveles de
glucosa con respecto a los controles. Esto indica que en esta fraccién se encuentran los

componentes causantes de la accion hipeglucemiante del extracto metandlico.

Se muestran en la grafica 7.9. En, los tiempos 60 min, 240 min y 360 min se observa

diferencia estadistica significativa/Consrespecto a SSl.

Variacion de glucosa en ratones diabéticos EMCIsSR5 (i.p)

N
S

o

Variacion de glucosa (%)
)
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-604 € EMCIsR5 (50mglkg) *
'80 1 1 1 1 1 1
0 60 120 180 240 300 360

Tiempo (min)
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Gréfica 7.9 Curva dosis-respuesta del efecto antidiabético del EMCIsR5: SSI (4 mL/kg),
glibenclamida (5mg/kg) y EMCIsR5 (50 mg/kg) en ratones CD-1. Los resultados son
expresados como el promedio = D.E. de 5 cinco experimentos (*p<0.05 vs control)

La grafica™7.20 muestra los resultados para el EMCls donde se observa que se
disminuyeron losfhiveles de glucosa, aunque no de manera significativa, esto a causa de

gue en este extracto’se encuentra la fraccion con mayor actividad hipoglucemiante.

Para el EHClc (grafica 7711), a pesar de los buenos resultados en el andlisis con ratones
normoglucémicos, para-este estudio no observaron diferencias estadisticas significativas,

ni variaciones en los niveles«de glucosa,

Variacion de glucosaen ratones diabéticos EMCls (i.p)

N
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o
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R
e
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-40 - Glibenclamida (5 mg/kg) i
EMCls (50 mg/kg)
'60 1 1 1 || || |
0 60 120 180 240 300 360

Tiempo (min)

Grafica 7.10 Curva dosis-respuesta del efecto antidiabético del EMCls: SSI'{# mL/kg),
glibenclamida (5mg/kg) y EMCIs (50 mg/kg) en ratones CD-1. Los resultados.son
expresados como el promedio = D.E. de 5 cinco experimentos (*p<0.05 vs control)
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Variacion de glucosa en ratones diabéticos EHClc (i.p.)
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Gréfica 7.11 Curva dosis-respuesta del efectorantidiabético del EHCIc: SSI (4 mL/kg),
glibenclamida (5mg/kg) y EHCIc (50 mg/kg) ensatones CD-1. Los resultados son
expresados como el promedio + D.ET"de"5 cinco.experimentos (*p<0.05 vs control)
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8. CONCLUSIONES

En este‘estudio se demostré en un modelo experimental de ratones de diabetizados con
aloxano, eluso de las semillas de Citrullus lanatus como fuente de moléculas y/o extractos

con potencial‘efecto farmacolégico para la diabetes.

Las pruebas farmacoldgicas demostraron que los extractos metandlicos de la semilla asi
como el extracto hexanico de la cascara de Citrullus lanatus poseen actividad
hipoglucemiante con unaeficacia similar a la glibenclamida en ratones normoglucémicos;
ademas, en ratones diabétices, solo las fracciones del extracto metandlico de la semilla
mostraron actividad hipoglucemiante con similar eficacia a la glibenclamida; esto indica que
la molécula causante de dicha_actividad se encuentra en los extractos y fracciones

analizadas en este estudio.

Mediante procesos de separacion cromatogréfica, las fracciones que resultaron activas de
Citrullus lanatus mostraron presencia de diversos compuestos lo que hace necesario
continuar separando hasta llegara_purificarlas. . También se observo un alto contenido de
azucares en las semillas de Citrullusanatus loque hace necesario el uso de métodos de
separacion de fase reversa tanto para-sistemas de.cromatografia en columna, de capa fina
como de HPLC.

Por medio de un método cientifico, en este_trabajo “Se~corrobora el uso en medicina

tradicional de Citrullus lanatus como tratamiento para la diabetes.
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9. PERSPECTIVAS

9.1 Continuar, la separacion cromatografica de las fracciones metandlicas de la semilla por

cromatograffa_en columna y analizarlo por LC-MS
9.2 Purificar lasffracciones y determinar su estructura por resonancia magnética nuclear

9.3 Desarrollar un#medelo de diabetes en otros roedores para determinar el efecto

antidiabético de todas:las-fracciones metandlicas de semilla de Citrullus lanatus.

9.4 Realizar estudios de toxieidad oral aguda y cronica de los extractos metandlicos en

ratones CD-1 normoglucémicos.

9.5 Determinar mecanismos deé_aecion mediante determinacion de a-glucosidasas o

factores insulinicos
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