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RESUMEN.

El objetivo de este proyecto fue el de contribuir al conocimiento de las propiedades
farmacoldgicas de la raiz de “lbervillea sonorae” popularmente denominada
“gliereque”. Esta especie ha sido utilizada como remedio para varios
padecimientos y destaca su uso como antidiabético. Tomando en cuenta lo
anterior uno de los objetivos del presente trabajo fue de identificar los diferentes

extractos y principios activos hipoglucemiantes provenientes de esta especie.

Con el fin cumplir con el objetivo planteado, se obtuvieron los extractos de la raiz
de I. sonorae: hexano (EH), acetato de etilo (EAE), metanol (EM) y acuoso
liofilizado (EA). Todos los extractos a dosis mayores de 100 mg/kg causaron
estiramiento abdominal, piloereccién, reduccién del tono muscular, menor
reactividad, aislamiento, pérdida del reflejo de enderezamiento. La DLsy del EAE
administrado por via intraperitoneal (ip) fue de 282 mg/kg mientras que por via oral
(vo) fue de 776 mg/kg resultados que indicaron una mayor toxicidad para este
extracto cuando es administrado por via ip. Por otro lado la DLsg para los EM y el
EA via ip fue de 641mg/kg y 719 mg/kg respectivamente, sefialando que el EM fue
mas toxico que el EA. Los animales que murieron mostraron convulsiones antes

de morir. Se observaron efectos toxicos alin con dosis menores a la DLs.

La actividad hipoglucemiante de los EH y EAE fueron evaluados en raton sano a la
dosis de 310 mg/kg administradas por via ip. Los resultados indicaron que EH tuvo
actividad hiperglucémica a los 60 minutos después de la administracion. Mientras
que el EAE mostré6 una actividad dual, a los 60 minutos su efecto fue de
hiperglucemia pero a los 240 y 360 minutos después de la administracion mostro

una actividad hipoglucemiante.

Un perfil similar al de EAE fue observado para el EA y el EM ya que a la dosis de
310 mg/kg, en ratdon normoglucémico y por via ip mostraron una actividad dual, a
los 60 minutos después de la administracién tuvieron un efecto hiperglucémico,
mientras que a los 360 minutos después de la administracion mostraron actividad

hipoglucemiante.

Xii



La separacion cromatografica de los extractos activos, permitié el aislamiento de
varios compuestos del tipo del cucurbitano que son caracteristicos de la familia de
las Cucurbitaceas. Se logro aislar una nueva cucurbitacina la 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26, 27 —octanorcucurbita-5-ene-3,11,16-trione, a la que llamamos Kinoina D;
asi como las Kinoinas A, B y C;y los glicésidos 16a-20,25-trihidroxi-3a-(2-O-a-L-
rhamnopiranosiil-D-glucopiranosiloxi)-(10a)-cucurbit-5-en-11,22-diona, la (22S)-
160a,22-diacetoxi-20,25-dihidroxi-3a-[3,4,6-tri-O-acetil-2-O-(2,3,4-tri-O-acetil-a-L-
rhamnopiranosil)-B-glucopiranosil]-(10a)-cucurbita-5,23t-dien-11-ona y la 160-
acetoxi-20,25-dihidroxi-3a-[3,4,6-tri-O-acetil-2-0-(2,3,4,-tri-O-acetil-a-L-

rhamnopiranosil)-B-D-glucopiranosil]-(10a)-cucurbita-5-ene-11,22-diona.

Solo la Kinoina A (22S)-3a,16a, 20, 22, 25-pentahidroxi-(10a)-cucurbita-5, 23-
dien-11-ona), con dosis de 10 y 31 mg/Kg mostré actividad hipoglucémica en raton
normoglucémico, el 50% de los animales murieron por hipoglucemia con la dosis
de 31 mg/kg después de 6 horas de administrada, la necropsia mostro

esteatosis hepatica.

Con el fin de evaluar las actividades hipoglucemiantes de los compuestos
obtenidos en ratdn diabético, se indujo diabetes experimental con aloxana en
ratones macho (Mus musculus) cepa CD-I. Los animales con valores de glucosa
mayores a 150 mg/dL fueron considerados como hiperglucémicos. La dosis de 31
mg/kg de Kinoina A tuvo actividad hipoglucémica después de 4 horas de
tratamiento en ratones con hiperglucemia moderada; la misma dosis mostr6 efecto
hipoglucémico después de 6 horas de administrada en ratones con hiperglucemia

severa.

De acuerdo a informes de la literatura acerca de las actividades antiinflamatorias y
de inhibicién de la proliferacion celular de lineas de cancer humano de algunas
cucurbitacinas, evaluamos extractos y metabolitos provenientes de |. sonorae

como agentes citotoxicos y antiinflamatorios.

Los resultados sefialaron que solo el glucésido 16a-20,25-trihidroxi-3a-(2-O-a-L-

rhamnopiranosiil-D-glucopiranosiloxi)-(10a)-cucurbitacea-5-en-11,22-diona mostro
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moderada actividad como agente antiinflamatorio en la prueba de edema inducido

por TPA en la oreja de raton.

Palabras Clave: Etnobotéanica, Ibervillea sonorae, Guereque, kinoinas A, B, Cy D.

ABSTRACT.

The objective of this project was to contribute to the knowledge of the
pharmacological properties of the root of lIbervillea sonorae popularly called
"glereque". This species has been used as a remedy for various ailments and
highlights its use as an antidiabetic. Taking the above into account one of the
objectives of this study was to identify the different extracts and hypoglycemic

active principles from this species.

To fulfill the stated objective, the extracts were obtained following I. sonorae:
hexane (EH), ethyl acetate (EAE), methanol (EM) and lyophilized aqueous (EA).
All extracts at doses of 100 mg/kg caused abdominal stretch, piloerection,
decreased muscle tone, decreased responsiveness, isolation, loss of righting
reflex. EAE DLsp administered intraperitoneally (ip) was 282 mg/kg orally while was
776 mg/kg results indicating greater toxicity for this extract when administered ip
Moreover DLsg for EM and EA ip was 641mg/kg and 719 mg/kg, respectively,
indicating that the EM was more toxic than EA. Animals that died showed
convulsions before dying. Toxic effects were observed even at doses less than the
DLsp.

The hypoglycemic activity of the EH and EAE was evaluated in healthy mice at
doses of 310 mg/kg administered ip. The results indicated that EH had
hyperglycaemic activity at 60 minutes after administration. While dual EAE showed
activity at 60 minutes was hyperglycemia effect but at 240 and 360 minutes after

administration showed a hypoglycemic activity.

EAE a similar profile was observed for the EA and the EM as the dose of
310 mg/kg in mice and normoglycemic via ip showed a dual activity, 60 minutes
after the administration they were hyperglycemic effect, while at 360 minutes after

administration showed hypoglycemic activity.
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The chromatographic separation of the active extracts led to the isolation of several
cucurbitano type compounds which are characteristic of the family Cucurbitaceae.
It was possible to isolate a new cucurbitacina the 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27-
octanorcucurbita-5-ene-3, 11, 16-trione, named kinoin D as well as Kinoinas A, B
and C, and glycosides16a-20,25-trihydroxy-3a-(2-O-a-L-rhamnopyranosiyl-D-
glucopyranosyloxy)-(10a)-cucurbit-5-en-11,22-dione, la (22S)-16a,22-diacetoxy-
20,25-dihydroxy-3a-[3,4,6-tri-O-acetyl-2-0-(2,3,4-tri-O-acetyl-a-L-
rhamnopyranosyl)-B-glucopyranosyl]-(10a)-cucurbita-5,23t-dien-11-one and the
16a-acetoxy-20,25-dihydroxy-3a-[3,4,6-tri-O-acetyl-2-0-(2,3,4,-tri-O-acetyl-a-L-

rhamnopyranosyl)-B-D-glucopyranosyl]-(10a)-cucurbita-5-ene-11,22-dione.

Only Kinoina A (22S)-3a,16a, 20, 22, 25-pentahydroxy-(10a)-cucurbita-5, 23-dien-
11-one, at doses of 10 and 31 mg/kg showed hypoglycaemic activity on
normoglycaemic mouse, 50% of the animals died of hypoglycaemia with the dose
of 31 mg/kg after 6 hours of administration, the necropsy showed hepatic steatosis.
In order to evaluate the hypoglycemic activity of the compounds obtained in
diabetic mouse, experimental diabetes was induced in male mice with alloxan (Mus
musculus) CD-I strain. Animals with glucose values above 150 mg/dL were
considered hyperglycaemic. The dose of 31 mg/kg of Kinoina A hypoglycemic
action was 4 hours after treatment in mice with moderate hyperglycemia, the same
dose showed hypoglycemic effect after 6 hours of administration in mice with

severe hyperglycemia.

According to literature reports on anti-inflammatory activity and inhibition of cell
proliferation of human cancer lines, some cucurbitacins, metabolites evaluated from

extracts of I. sonorae as cytotoxic agents and anti-inflammatory.

The results showed that only the glycoside 16a-20,25-trihydroxy-3a-(2-O-a-L-
rhamnopyranosiyl-D-glucopyranosyloxy)-(10a)-cucurbit-5-en-11,22-dione  showed
moderate activity as anti-inflammatory agent in the test of TPA-induced edema in

the mouse ear.

Keywords: Ethnobotany, Ibervillea sonorae, Glereque, kinoinas A, B, C and D.
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I. - INTRODUCCION.

|1. Definicion de diabetes mellitus.

El Comité de Expertos en el Diagnéstico y Clasificacion de la Diabetes
Mellitus, de la Asociacion Americana de Diabetes (ADA, por sus siglas en inglés)
define la Diabetes Mellitus (DM) como: un grupo de padecimientos caracterizados
por hiperglucemia, que aparece como resultado de defectos en la secrecion de
insulina, alteraciones en la accion de la misma, o de ambas. La hiperglucemia
cronica de la diabetes se asocia a dafios, disfunciones, y a largo plazo la falla de
varios Organos, especialmente los ojos, rifiones, nervios, corazon, y vasos

sanguineos [1], [2].

Esta enfermedad tiene un impacto importante a nivel mundial, por ejemplo, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) determiné que mas de 176 millones de
personas sufren de DM tipo Il en todo el mundo. Ademas, la OMS predice que
México tendra un aumento significativo en la DM, ya que se estima que habrd mas
de 6 millones de pacientes con DM en 2030 [3]. En México, el Servicio Nacional
de Salud inform6 que la diabetes fue la causa principal de muerte en la poblacion
en el afio 2008 [4].

|.2. Diagnaéstico.

Para el diagnéstico de la DM se observan varios signos y sintomas:

a). poliuria, secreciéon y emisién extremadamente abundantes de orina;

polidipsia, sed excesiva; polifagia, hambre voraz o excesiva y pérdida

inexplicable de peso.

b). Glucemia en ayunas que sea igual o mayor a 126 mg/dL (7 mmol/L).

c). Glucemia que sea igual o mayor a 200 mg/dL (11.1 mmol/L) 2 horas
después de una carga de glucosa, durante una prueba de tolerancia oral a la
glucosa (PTOG).

Un nuevo criterio para el diagnéstico de ésta enfermedad es la

determinacién de la hemoglobina glucosilada en plasma (HbAlc) [5].



1.3. Clasificacion de la diabetes mellitus.

La Organizacion Mundial de la Salud (WHO por sus siglas en inglés [3], y la
Asociacion Americana de Diabetes clasifican éste padecimiento en:
a. Diabetes tipo 1(DM1).
b. Diabetes tipo2 (DM2).
c. Otros tipos especificos de diabetes.
d. Diabetes mellitus gestacional (DMG).

La forma mas comun es la DM2, la cual aparece generalmente después de
los 40 afios de edad. El sobrepeso y tener antecedentes familiares de diabetes,
son factores de riesgo para el desarrollo de ésta enfermedad la cual se puede

presentar independiente de la insulina [5, 6].

l.4. Epidemiologia.

La DM2 representa un problema mundial de salud publica, en las ultimas
décadas se ha incrementado la incidencia de pacientes con esta enfermedad,
tendencia que podria incrementarse si no hay intervencién de los gobiernos y sus
sistemas de salud. Como se ha comentado anteriormente éste aumento constante
se ve favorecido por diversos factores como los malos habitos alimenticios, el
sedentarismo, el sobrepeso y por el envejecimiento de la poblacion. Este
incremento constante de DM2 ha sido tal que la OMS la considera como una

“‘pandemia moderna”.

De acuerdo a los datos de la Federacion Internacional de Diabetes (IDF, por sus
siglas en Inglés) se estima que cerca de 371 millones de personas adultas en el
mundo son diabéticos, lo que representa 8,3% de la poblacion adulta mundial. Se
prevé que este niumero aumente a 552 millones de personas en 2030, un 9,9% de
los adultos, lo que equivale a aproximadamente tres personas mas con diabetes
cada 10 segundos. En paises desarrollados 75 millones de adultos viven
con diabetes, en contraste con los paises de escasos recursos donde la incidencia

de DM2 es mayor, ya que cuatro de cada cinco adultos son diabéticos. Se ha



calculado que 4.8 millones de persona mueren anualmente a causa de la diabetes
y en 10 afos se podria duplicar el nimero de personas. Los fallecimientos,
principalmente, son a causa de las complicaciones de esta enfermedad [7].

En México, de 1998 al 2012 se ha observado un incremento en un 4.7%, pasando
de una tasa de morbilidad de 342 a 358 casos por cada 100 mil habitantes.
Especificamente en el afio 2012 se reportaron 418,797 pacientes diagnosticados
con diabetes (lo cual representa el 0.4% de la poblacién mexicana), de acuerdo a
cifras preliminares emitidas por el INEGI en el afio 2012 la Diabetes Mellitus
constituyo la segunda causa de muerte en la poblacion mexicana, con una tasa de
mortalidad de 75 defunciones por cada 100 mil habitantes. Ademas se ha
presentado un incremento acelerado en los ultimos 15 afios, ya que en el afio de
1998 presentd una tasa de mortalidad de 42.5 defunciones por cada 100 mil
habitantes [8], [9].

I.5. Problema econdmico sobre el costo del tratamiento de pacientes en aumento.

En México en el afio 2010 un estudio de micro-costeo del IMSS, reporto un
gasto anual en costos directos de atencidbn médica en pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 (DMT2) de mas de 5 mil millones de pesos. Un costo promedio
anual por paciente de $42, 028.47, correspondiendo $ 46,718.82 para el paciente
sin complicaciones y $ 46,747.21, para el paciente con complicaciones, los
dias/cama en hospitalizaciéon y en la unidad de cuidados intensivos son los
servicios con mayor costo [10].

La Federacion Mexicana de Diabetes (FMD) estimo, que los pacientes con
diabetes mellitus sélo el 10% controlan la enfermedad y el 90 % restante
desarrollara complicaciones como ceguera, insuficiencia renal, pie diabético y
otras, las que incrementaran los costos en salud para tratarlas [11]. Por lo
anterior, en México la diabetes mellitus es un problema econdémico en

desarrollo.

En el mundo, los paises desarrollados en el afio 2011, gastaron para
atenciéon a los pacientes con DM2 cerca de 4 mil millones de ddlares, esto es el
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82% del total. De manera contrastante en los paises de bajos ingresos sélo se
gastaron 1,1 mil millones. Esta falta de inversion, en los paises pobres, en el
cuidado y tratamiento de pacientes con DM2 explica la alta tasa de mortalidad

asociada a ésta enfermedad [7].

Ante estas perspectivas, cabe sefialar que actualmente existe una medicina de
elite, donde el paciente deber tener cierto nivel econdmico para poder acceder a
los farmacos adecuados. De aqui que la medicina tradicional, por su bajo costo y
facilidad de acceso, constituye el recurso principal para la atencion de los
problemas de salud de los grupos mas vulnerables. Es conocido que numerosos
grupos étnicos asi como las capas mas pobres de las comunidades urbanas no
tienen recursos para adquirir medicinas comerciales ni posibilidad de acceder a la
medicina institucional [12]. Asi la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima
gue mas del 70% de la poblacion mundial tiene que recurrir a la medicina
tradicional, como Unica alternativa, para resolver sus principales problemas de
salud [13].

Tomando en cuenta lo anterior, se decidié estudiar la raiz de Ibervillea sonorae,
conocida comunmente como “gliereque”, la cual se ha utilizado en la medicina

tradicional como remedio antidiabético.

|.6. Tratamiento de la diabetes mellitus.

Aungue actualmente no existe una cura para la diabetes, se puede controlar
mediante el tratamiento con algunos tipos de medicamentos anti-diabéticos.
Existen algunos farmacos que se ingieren via oral para bajar el nivel de glucosa en
sangre en los diabéticos de tipo IlI, pero la mayoria de estos productos
tienen efectos secundarios negativos después de un uso prolongado. Por
consiguiente, la busqueda de nuevos agentes terapéuticos para el tratamiento de
la DM tipo IlI, incluyendo las plantas medicinales que se han utlizado en la

medicina popular, se ha incrementado significativamente en los ultimos afios.



[.6.1. Tratamiento Farmacolégico.

Las modalidades terapéuticas en la actualidad incluyen basicamente 6

grupos de farmacos: sulfonilureas, biguanidas, tiazolidinedionas, inhibidores de las

a-glucosidasas intestinales, insulinas e incretinas, tabla I.

Los hipoglucemiantes orales se utilizan al inicio de la enfermedad o en
pacientes con resistencia insulinica, estos farmacos pudieran retrasar o prevenir el

desarrollo de ésta, y pueden interferir en la reduccién progresiva de la funcion

pancreatica [14].

Tabla I. Agentes farmacoldgicos actuales.

Agentes Mecanismo de accién

Sulfonilureas
Biguanidas
(metformina)

Tiazolidinedionas

Acarbosa

Insulinas

Incretinas

1.6.1.1. Sulfonilureas.

Los hipoglucemiantes orales llamados sulfonilureas, estimulan la secrecién
de insulina, mejorar su sensibilidad y aumentan el nUmero de receptores de ésta,

al tratamiento cronico con ellas, reduce la produccion de glucosa hepatica y por

Incrementa secreciéon de insulina

Reduce la produccion hepatica de glucosa
por inhibicion de la gluconeogénesis

Mejoria en la sensibilidad a la insulina

Inhibidor competitivo de las a-glucosidasas
intestinales.
Disminuye absorcion intestinal de glucosa

Estimulan utilizacién de glucosa y suprime
produccion de glucosa hepatica
Aumentan la secrecién de insulina 'y
disminuyen la de glucagon
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tanto la hiperglucemia de ayuno o basal, en pacientes con diabetes mellitus tipo2
(DM2) con cambios minimos en la concentracion de insulina plasmatica [14], Ver
tabla Il.

Se absorben en el tracto gastrointestinal, se metabolizan en el higado y se
eliminan en la orina. Son mas efectivas cuando se administran media hora antes

de los alimentos [14].

Tabla II: Dosificacién y vida media de las principales sulfonilureas.

Dosis diaria (mg) Duracion dela  Absorcion

Sulfonilureas de Segunda
Generacion
Glibenclamida 1.25-20 16-24 100 1.3-12
Glipizida* 2,5-20* 12-24 100 2-9
Glimepirida 1-8 16-24 100 1.3-3.4
Sulfonilureas de Primera
Generacion
Clorpropamida 250-750 60 100 32-50
Tolbutamida 500-3000 6-12 85-100 7

* La dosificacion maxima eficaz es de 20 mg/dia, atn cuando el farmaco ha sido aprobada para ser utilizada en
dosificaciones de hasta 40 mg/dia

[.6.1.2. Biguanidas.

La metformina, no causa hipoglucemia por debajo de los niveles de
normoglucemia, ni tampoco aumento de peso. Su mecanismo de accién es aun
controversial, ya que su efecto antidiabético no se debe a la estimulaciéon de la



secrecion de insulina. En pacientes con DM2, incrementan la captacion de glucosa

por los tejidos periféricos [14], ver tabla .

TABLA 1. Utilizacion clinica de la metformina.
Indicaciones Pacientes con DM2 que fallan con la

dieta, especialmente con sobrepeso
Menores de 65 afos

Formas de uso Monoterapia
habitual Combinado con sulfonilureas

Dosis disponibles 425,500 y 850 mg

Esquema Tomar con los alimentos, incrementar

terapéutico dosis lentamente. Dosis maxima 3 g

Contraindicaciones Enfermedad hepéticay renal,
insuficiencia cardiaca, hipoxia,
alcoholismo, historia de acidosis lactica

Precauciones Controlar lactato posprandial, creatininay
funcidon hepéatica 1 vez al afio

1.6.1.3. Tiazolidinedionas.

Incrementan la accion de la insulina, in vivo e in vitro, sin estimular la
secrecion de ésta. Su mecanismo de accion: depende de la presencia de insulina
para ejercer su accion. Disminuye la resistencia a la insulina en la periferia 'y en el
higado, lo que produce un aumento en la captacién de glucosa en los tejidos
periféricos y una disminucién de su produccién a nivel hepético, lo que da como
resultado la disminucion en la glucosa sanguinea, no es un secretagogo de

insulina, es un agonista potente y altamente selectivo del receptor gamma del

activador de la proliferacién de peroxisoma (PPAR [Y]) [14].

1.6.1.4. Inhibidores de las a-glucosidasas.

Los inhibidores de las a-glucosidasas son responsables de la digestion de

los carbohidratos. Entre estos la acarbosa, pseudotetrasacarido de origen
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microbiano se comporta como un inhibidor competitivo de las a-glucosidasas
presentes en la membrana de bordes en cepillo del intestino delgado. Al inhibir las
enzimas que degradan los carbohidratos complejos en moléculas simples
absorbibles (monosacaridos), este grupo de medicamentos actian disminuyendo
los niveles de glucemia posprandial [14].

1.6.1.5.Tipos de Insulina.

El tratamiento con insulina en pacientes con DM2 depende de la severidad
del desorden metabdlico. Al diagnosticar niveles de glucemia mayores de 270
mg/dL, se recomienda iniciar el tratamiento con insulina. La terapia insulinica
esta indicada en pacientes en los que las sulfonilureas han fallado y en los que la
metformina no sea recomendable, o en los que presentan alteracion renal o
hepatica importante. En pacientes con DM2 que presentan hiperglucemia
moderada (de 140 a 198 mg/dL en ayuno), el tratamiento se puede iniciar con

insulina en dosis Unica diaria.

Existen tres grupos principales de insulinas, tabla IV.
[.6.1.5.1. Insulina de accion rapida.

Se absorbe rapidamente desde el tejido adiposo (subcutaneo) en la
corriente sanguinea, incluye: Analogos de la insulina de accion rapida tienen un
inicio de la accion de 5 a 15 minutos, efecto pico de 1 a 2 horas y duracién de la
accion de unas 4-6 horas. La duracion de la accion de la insulina, se ve afectada
por la dosis, asi que unas pocas unidades pueden durar 4 horas 0 menos,
mientras que 25 o 30 unidades pueden durar 5 a 6 horas. La Insulina
humana tiene un inicio de actividad en 1/2 hora a 1 hora, su efecto pico es de 2
a 4 horas, y una duracién de su actividad de 6 a 8 horas.

Insulina regular (Zinc-Cristalina), es de accion rapida y de corta duracién es la

Unica que se utiliza por via intravenosa.



[.6.1.5.2. Insulina de accion intermedia.
Se absorbe mas lentamente y dura mas tiempo, incluye:

Insulina humana NPH, tiene un inicio del efecto en 1 a 2 horas, un
efecto pico de 4 a 6 horas, y una duracion de su actividad de mas de 12 horas.
Las dosis muy pequefias tendran un efecto pico mas temprano y una duracion de
la accion mas corta, mientras que las dosis mas altas tendran un tiempo mas largo

hasta llegar al efecto pico y duracion prolongada.

Insulina premezclada, NPH premezclada con insulina humana normal o con un
analogo de la insulina de accion rapida. El perfil de la accién de la insulina es una

combinacion de las insulinas de accién corta e intermedia.

1.6.1.5.3. Insulina de duracién prolongada.
Se absorbe lentamente, tiene un efecto pico minimo, y un efecto de meseta

estable que dura la mayor parte del dia.

Tabla IV. Tipos de Insulinas y su tiempo de accion y duracién [14].

INSULINAS Inicio Maxima Duracion
de accion Total

accion (horas) (horas)

1. Insulinas de duracién corta

Insulina Zn cristalina 30 min 1 6
Insulina semilenta 30 min 1-2 12-16
2. Insulinas de duracién intermedia 2h

Insulina isofana o HPH 2h 6-8 18-24
Insulina Zn-globina 2h 6-8 18-20
Insulina lenta 6-8 24-30

3. Insulinas de duracion prolongada
Insulina Zn-protamina 4-6 h 16 36
Insulina ultralenta 4-6 h 16 36-48




[.6.1.6. Incretinas.

Las incretinas son péptidos secretados por células del intestino en
respuesta a la ingesta de alimentos ricos en grasas y carbohidratos, con efectos
sobre las células de los islotes de Langerhans. Aumentan la secrecion de insulina
y disminuyen la de glucagén. Las incretinas una vez liberadas son rapidamente
inactivadas por una enzima, la dipeptidil-peptidasa 4 (DPP4) por lo que tienen una
vida media de 2 a 7 minutos.

El GIP es producido por las células K que se encuentran en duodeno y primera
parte del yeyuno, su accion es principalmente a nivel de células 3 pancreaticas.

GLP-1 es sintetizado por las células L que se encuentran en ileon colon. Inhibe la
secrecion de glucagon de las células a ante concentraciones elevadas de glucosa,
estimula la secrecion de insulina por células B sobre todo en la primera fase,

retrasa el vaciamiento gastrico y disminuye apetito.

Estimulan la produccion de insulina al actuar en células- pancreéticas causando

disminucién de glucosa en sangre.

El “efecto incretina” se demostré al comprobar que la administracion de glucosa
via oral producia una mayor secrecion de insulina que la glucosa administrada por
via parenteral y representa aproximadamente el 60 % del total de la insulina

liberada luego de una ingesta.

Este efecto se encuentra disminuido en pacientes con DM2, tanto por la
reduccion de secrecion de los péptidos, como por la resistencia del pancreas

endocrino a los mismos [15].

[.6.1.6.1 Anélogos del GLP 1

Determinan liberaciéon de la primera fase de insulina dependiente de glucosa,
reducen la secrecién postprandial de glucagén, reducen el vaciamiento gastrico y
aumentan la saciedad lo que facilita la pérdida ponderal y mejoran la funcién de

las células beta.
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Exenatide: vida media 2 a 6 hs. Su dosis inicial es de 5ug 2 veces al dia 'y
la de mantenimiento el doble. No usarse en pacientes con insuficiencia renal, ni

con antecedente de pancreatitis.
[.6.1.6.2. Inhibidores de DPP4.

Actuan prolongando la vida media del GLP1 enddgeno lo que conlleva a un
aumento de secrecion de insulina y reduccion de secrecion de glucagon

dependiente de glucosa [16].

A pesar del uso de los medicamentos mencionados, la incidencia de las
complicaciones a largo plazo de la diabetes mellitus no se detienen. Esto ha
motivado la realizacion de estudios experimentales farmacolégicos y quimicos
encaminados a la validacion cientifica de la raiz de Ibervillea sonorae, utilizada por
la poblacién para tratar la diabetes mellitus ya que ésta representa una fuente
potencial para la obtencién de nuevos farmacos con actividad hipoglucemiante,

motivos por lo que nos planteamos los siguientes:

II. OBJETIVOS.

II. 1. Objetivo general.
Evaluar la actividad hipoglucemiante de extractos y metabolitos secundarios
de Ibervillea sonorae.
Il. 2. Objetivos particulares.
[1.2.1. Documentar los conocimientos sobre el uso etnobotanico de la
raiz de |. sonorae en la comunidad de Cumuripa-Porvenir.
[1.2.2. Obtener los extractos de la raiz de |. sonorae con hexano (EH),
acetato de etilo (EAE), metanol (EM) y acuoso (EA).
11.2.3. Evaluar la toxicidad aguda (DLsp) de los extractos obtenidos.
[1.2.4. Evaluar la actividad hipoglucemiante de los extractos obtenidos
en ratones normoglucémicos de la cepa CD-I.
11.2.5. Aislar los metabolitos secundarios presentes en los extractos

farmacolégicamente activos de la raiz.
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[1.2.6. Determinar la estructura molecular mediante métodos quimicos
espectroscopicos y espectrométricos convencionales.

[1.2.7. Evaluar la actividad hipoglucemiante de los compuestos
obtenidos en ratones normoglucémicos de la cepa CD-l.

[1.2.8. Evaluar la actividad hipoglucemiante de los metabolitos
aislados, en ratones de la cepa CD-I con hiperglucémia inducida con
aloxana.

[1.2.9 Evaluar actividad antiinflamatoria y citotoxica de extractos vy

metabolitos aislados.

lll. Ibervillea sonorae.
lll.1. Antecedentes.

En el mundo se utilizan més de 1200 plantas medicinales para el control de
la diabetes mellitus. Algunas de estas plantas se han estudiado para validar sus
propiedades farmacoldgicas antidiabéticas [13], entre estas se encuentra la raiz de
Ibervillea sonorae, algunos otros ejemplos de especies estudiadas en México se
observan en la tabla V.

En la medicina tradicional mexicana, hay aproximadamente 306 especies
de plantas que se han utilizado como remedios hipoglucémicos [17]. Una de estas
plantas, como ya se mencion0, es la |. sonorae, popularmente conocida como
"wereque” o “guereque”, que es ampliamente recomendado como un
hipoglucemiante [18], antibidtico, antiviral y antimicético [19], contra la obesidad
[20] y como agente antirreumatico en la medicina popular. Estudios
farmacoldgicos previos con |. sonorae revelaron efectos hipoglucémicos [21].
Se ha descrito que el extracto de diclorometano de la raiz presentd accion
hipoglucemiante en ratones sanos y diabéticos inducidos con aloxana [18].

Estudios quimicos previos de 1. sonorae dieron como resultado el
aislamiento y la identificacion de varios triterpenos del tipo cucurbitano conocidos

como kinoinas [22]. Es probable que los productos quimicos mas caracteristicos
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de la raiz de I. sonorae sean las kinoinas y aminoacidos no provenientes de

proteinas.

Las cucurbitacinas son un grupo de triterpenos con profundo sabor amargo
confinados principalmente a las semillas. Biolégicamente, son elementos eficaces
de disuasion para los herbivoros, aunque algunos escarabajos crisomélidos se

adaptan e incluso requieren, estas sustancias.

Las cucurbitacinas son efectivas en retardar o detener la division celular, y
hay numerosas investigaciones sobre los usos médicos, con cientos de articulos

sé6lo en los ultimos afios [23].

Tabla V. Algunas plantas medicinales usadas en el tratamiento de diabetes

mellitus.

Especie Extracto Referencia

Equisetum myriochaetum Extractos [24].
acuosos y
Butandlicos

Cecropia obtusifolia Extractos [25].
Acuosos

Acosmium panamense Extractos [26].
Acuosos

Hintonia standleyana Extractos [27].

metanolico y
diclorometano

Hintonia latiflora Extractos [27].
metanolico y
diclorometano
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[l1.2. Algunos metabolitos secundarios de origen vegetal con actividad
hipoglucemiante.

La naturaleza quimica de los compuestos hipoglucemiantes que se han
aislado de plantas medicinales antidiabéticas incluye glucésidos, glucoesteroles,
alcaloides, cumarinas, flavonoides, glucopéptidos, triterpenos, entre otros, tabla VI.
Un ejemplo notable es Momordica charantia, de ésta especie se han aislado 228
diferentes compuestos medicinales. Estos compuestos poseen diferentes
esqueletos quimicos los cuales incluyen protéicos, triterpenos, lipidos,
fenilpropanoides, carotenoides, esteroides, alcaloides, entre otros. Sin embargo,
la mayoria de éstos compuestos son protéicos 6 triterpenos. Uno de los
componentes de probada actividad hipoglucemiante es una saponina esteroidal, la
charantina lo cual se ha postulado como el agente hipoglucémico de M. charantia.
[28].

Tabla VI. Metabolitos secundarios de origen vegetal

Especie Compuesto Referencia ‘

B. veronicaefolia 5,7,3"-trihydroxi-3,6,4 -trimetoxiflavona [29].

Parmentiera edulis lactucin-8-O-metilacrilato (guainélida) [30].

Equisetum Kaemferol-3-O-soforésido-4"-O-8-D- [31].

myriochaetum Glucosa

Catharanthus roseous catarantina, leurosina, [32].
tetrahidroalstoninay vindolina
(alcaloides)

Tecoma stans tecomina y tecostanina (alcaloides) [33, 34].

Trigonela escopoletinay fenogreequina [35].

foenumgraceum L. (cumarinas)

Momordica charantia los  glucoesteroles, B-sitosterol-D [36].
glucosido, 5-25-estigmastadieno-3-a-
ol-D-glucdsido

Momordica charantia Charantina, (triterpeno del tipo [37, 38].
cucurbitano)

Hintonia standleyana 25-O-acetyl-3-O-B-D-glucopyranosyl- [39].

23,24-dihydrocucurbitacin F (triterpeno
del tipo cucurbitano)
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Los terpenos provienen de la via del acetato, estan formados por unidades de
isopreno, el esqueleto basico de los terpenos puede ser modificado por la introduccion de
una gran variedad de grupos quimicos. La dimerizacion del sesquiterpeno farnesol origina
al escualeno, triterpenoide fundamental, el cual por su gran flexibilidad conformacional se
puede funcionalizar de varias formas las cuales pueden ciclarse dando origen a una gran
gama de esqueletos de triterpenos y esteroles [40].

Los triterpenos tetraciclicos son un grupo amplio de compuestos con una gran
variedad de estructuras y actividad farmacologica, entre estos se ubican los esteroides y
las cucurbitacinas. Estas Ultimas generalmente se les encuentra como glucésidos los
cuales son mas abundantes cuando estd mas oxigenada la aglicona. Las estructuras
tetraciclicas mas representativos de estos triterpenos son las de lanostano,

dammarano, tirucalano-eufano, protostanos y cucurbitanos (esquema a).

Esquema a. Estructura del esgueleto cucurbitano
Las modificaciones mas frecuentes que puede tener el esqueleto cucurbitano son:

1. En la cadena lateral: pueden variar en su longitud y en sus ramificaciones, sitio

y numero de dobles enlaces y grupos funcionales, generalmente oxigenados.
2. Los anillos pueden abrirse y formar nuevos esqueletos y/o generar otros ciclos.

3. En el sistema anular, pueden variar la posicion de los metilos, la estereoquimica

en la fusion de los anillos y de los sustituyentes de funcionalizacion [41].
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I11.3. Cucurbitacinas.

Los triterpenos del tipo curcubitano conocidas como cucurbitacinas, se han
aislado de varias familias, pero son caracteristicas de la familia de las
Cucurbitdceas. Sus glucésidos son las sustancias de sabor amargo.

Son compuestos altamente oxigenados, constituidos por un esqueleto
cucurbitano caracterizado por 19-(16 = 9p)-abeo-10a-lanostano. Debido a que su
estructura quimica es diversa, se han clasificado arbitrariamente en categorias de

acuerdo a las letras del alfabeto [42].

Se han encontrado en diversas familias tales como Brassicaceae,
Escrophulariaceae, Begoniaceae, Elaeocarpaceae, Datiscaceae,
Desfontainiaceae, Pelemoniaceae, Primulaceae, Rubiaceae, Sterculiaceae,
Rosaceae y Thymelaeaceae, entre otras. También, se les ha encontrado en
algunos hongos de los géneros Russula y Hebeloma, asi como en la cubierta de

moluscos marinos (Nudibranquios) [43].

Las cucurbitacinas han sido utilizadas en diversos estudios como anti-
hepatotdxicas, anticancerigenas [44], antiinflamatorias y antidiabéticas [45, 46]. Se
sabe que los glucésidos de estas incrementan la secrecion de insulina de las
células B del pancreas, sin embargo, los estudios sobre la actividad antidiabética
de estas son escasos, y la importancia de este efecto podria permitirnos
considerarlas como una alternativa para obtener nuevos agentes farmacologicos

con actividad hipoglucemiante.

[11.4. El género Ibervillea.

El género Ibervillea en México esta representado por nueve especies, tabla
VII.
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Tabla VII. Especies de Ibervillea en México.

I. sonorae, se localiza en los estados de Baja California Sur, Sinaloa y Sonora,

crece a una altitud de 0 a 1700 metros sobre el nivel del mar. [47].

I. guatemalensis (Standl & Steyerm) Kearns, localizada en el estado de

Chiapas.

I. tenuisecta (Gray) Small, en los estados de, Chihuahua, Coahuila, Durango y
Sonora, asociada a vegetacion de matorral desértico microfilo y selva baja con
especies de los géneros Guaiiacum, Agave, Larrea, Sericoides, Lycium,

Fouqueria, Flourencia, etc., a una altitud 120 a 1370 msnm, en suelo arcilloso.

I. maxima Lira & Kearns, crece a 1400 msnm. en Guerrero, Jalisco, Sinaloa,

Michoacan y Nayarit.

I. millspaughii (Cogn.) C. Jefrey, en los estados de Tamaulipas, Veracruz,

Oaxaca, Campeche, Yucatan y Quintana Roo.

l. insularis (Brandegee) Wiggins, en Baja California Sur.

I. hypoleuca (Standl) C. Jeffrey, en los estados de Oaxaca, Michoacan, Jalisco

y Guerrero asociada a vegetacion de selva baja caducifolia.

I. fusiformis (E. J. Lott) Kearns, en los estados de Jalisco y Sonora.

I. lindheimeri en los estados de Campeche, Guanajuato, Hidalgo, Nuevo Leon,
Oaxaca, Querétaro, San Luis Potosi, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan, [48];
[49]; [50].

[11.5. Ibervillea sonorae (S. Watson) Greene, “Glereque”

El ejemplar tipo de esta especie se encuentra en el herbario de Nueva York,
fue colectada por primera vez en Guaymas Sonora, México en 1887, Palmer
(283), (GH; IT: K, NY, US.), descrita taxonémicamente 1 afios después [51]: ver
fotografias 1 a la 12.
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111.6. DESCRIPCION DE Ibervillea sonorae (S. Watson) Greene, “Guereque”.

Fotografia 1. Ibervillea sonorae, es una planta solitaria, trepadora, perenne, casi

lisa o glabra, crece en regiones aridas cubierta de tierra y polvo.
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Fotografia 2. Los tallos crecen anualmente sobre los arboles, son delgados
postrados o rastreros de varios metros de largo, con zarcillos relativamente

pequefios y poco enrollados
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Fotografia 3. Hojas con peciolo de 2 a 5 cm o0 mas, divididas en tres l6bulos, con

bordes dentados o sinuados

Fotografia 4. Flores pequefas, corola amarilla, masculinas y femeninas, en
pedunculos, deciduas, en pequefios racimos o corimbos, algunas estaminadas;
hypantium pequefio, campanulado, pistilo solitario y axilar, céliz en forma de tubo

cilindrico y mas corto que la corola, pétalos pubescentes, ovario ovado.
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Fotografia 5. Frutos parecidos a calabazas, cascara dura, lisos, cuando verdes

presentan aproximadamente diez hileras longitudinales de puntos blancos.

AT

Fotografia 6. Al madurar en forma de bayas globosas, de color rojo a naranja en 1.
sonorae son de cuatro centimetros de diametro o mas grandes y de dos a seis

centimetros de largo.
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Fotografia 7. Placenta con semillas de 5-8 mm de longitud cubiertas con pulpa

roja, margen liso, superficie rugosa.

Fotografia 8. La raiz con superficie expuesta a la luz, de color gris a verde, bajo el
peridermo es verde, de color pardo la parte no expuesta, corteza fibrosa de color

amarillo claro, olor semejante al de una papa enterrada
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Fotografia 9. Después de trabajar con la raiz fresca de “Glereque”, la nariz y
garganta se sienten secos e irritados, su sabor amargo persiste en los dedos aun

después de varias lavadas, [51]; [52].

Fotografia 10. I. sonorae se asocia con matorral espinoso, xerdfilo, selva baja
caducifolia, de duna costera y haldfita, principalmente con especies de los géneros
Cercidium Jatropa, Fouqueria, Bursera, Solanum, Olneya, Opuntia, Croton,

Mimosa, Pachicereus, Prosopis, Stenocereus y Tecota.
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Fotografias 11 y 12. |. sonorae florece durante los meses de mayo a agosto,

prospera en suelo arenoso-rocoso y arenoso salitroso
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[ll. 7. Descripcion tradicional de Ibervillea sonorae.

Los yaquis le llaman glareque= uu kaw chaani: es una raiz grande,
presenta una enredadera que trepa en los arboles; la flor es amarilla; el fruto es
una bola verde, rayado cuando es tierno y rojo con rayas claras cuando esta
maduro; florea en mayo; crece en los cerros, en las lomas y en los valles, es muy

amarga [53].

Para los Seris es el Wareki= Yax, “barriga de la tierra”, “pastel de vaca”: la
planta tiene un tallo que se pandea, es como una pelota en la tierra con
aproximadamente 30 cm. de altura o largo, los tallos llegan a crecer
aproximadamente un metro y medio de altura o largo, es delgado cuando sale. La

fruta es roja, blanda y amarga, la pulpa del tronco (raiz) es muy amarga [54].

Los mayos le llaman Wareki y la describen como una planta trepadora con
hembra y macho, la primera tiene un camote blanco cenizo, tableado como la
‘coacha” de vaca; la hoja tiene 5 “hojitas” y cada hojita con su cruz; las flores son
como la cabeza de una giica de metal para sostener la carpa de los circos, de
color cremita; el fruto es como una sandia chiquita y pintita. El macho tiene el

camote ovaladito hacia arriba, blanco cenizo; las hojas de igual forma que las de la
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hembra; la fruta no se le ve; florece en tiempos de aguas; se le encuentra todo el

afio en el monte o plantado en las casas, con poca agua; es una planta cordial [55]

I1l. 8. Uso de Ibervillea sonorae en la medicina tradicional.

En el afio de 1795, el aleman Pfefferkorn, misionero jesuita, menciono su
eficacia en el manejo de heridas frescas al ser tratadas con polvo de raiz de

glereque, el cual proporcionaba un rapido alivio sin dolor [56].

Actualmente el guereque es utilizado en diferentes regiones de Sonora y
Baja California en infusién para el tratamiento de Ulceras de estbmago y como
catértico: los yaquis, mayos y seris utilizan la raiz para tratar enfermedades como
la diabetes, artritis, llagas infectadas y Ulceras dificiles de cicatrizar. Cortan la raiz
en trozos, la secan y muelen hasta polvo; enseguida se lavan las llagas o Ulceras
y ponen el polvo hasta que sanen. Cuecen el camote al igual que la rama y la flor
para lavar las llagas [57].

La raiz de Ibervillea sonorae también se usa como decoccion o bien el jugo
de la raiz, para tratar Ulceras de estdbmago y su principal uso es como agente
antidiabético [58], y como catartico [51, 52].

[11.9. Quimica de I. sonorae.

Son pocos los estudios quimicos y de actividad farmacolégica de la raiz de esta
planta. Un estudio quimico de la raiz mostr6 la presencia de sustancias tales como
proteinas, carbohidratos, grasas, productos relacionados con el colesterol [52]; se
informé sobre la presencia de glucdsidos y agliconas del tipo de los cucurbitanos
[22], también se ha sefalado la presencia de las cucurbitacinas llamadas
Kinoinas A, By C. Los glucoésidos de estas kinoinas quiza estan implicados en las

propiedades hipoglucemiantes de la especie [22, 59].

[11.10. Farmacologia de Ibervillea sonorae.

Acerca de las propiedades farmacolégicas de esta especie se informé de la
accion hipoglucemiante de extractos de diclorometano y metanol en ratas

normales como en ratas diabéticas, mencionan que la dosis de 300 a 600 mg/kg
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del extracto de diclorometano, causO la muerte de todas las ratas por

hipoglucemia severa [58]

El estudio quimico del extracto de diclorometano indic6 que estaba
constituido por una mezcla de monoglicéridos y acidos grasos, propuestos como

los responsables de la actividad hipoglucemiante de esta especie [18].

[11.11. Modelos animales para el estudio de la diabetes mellitus.

La diabetes mellitus (DM) es un problema de etiologia mudltiple
caracterizado por hiperglucemia, producto de deficiencias en el metabolismo de
los carbohidratos. Para el estudio de esta enfermedad se han propuesto modelos
experimentales con animales, en los que se reproducen diferentes aspectos de
esta compleja patologia. Uno de estos modelos esta basado en la administracién
de sustancias con efectos toxicos sobre las células B del pancreas. La Aloxana
[60], este compuesto ha sido utilizado para inducir diabetes, destruye las células 3
del pancreas mediante necrosis severa, provocando carencia de insulina y por

tanto una diabetes experimental extrapolable a DM1 [61]; [62].

ll. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

El ejido Cumuripa-Porvenir, municipio de Cajeme, ubicado al sur del estado
de Sonora, México, es de dificil acceso y esta alejado de los principales centros de
poblacién. Lo cual se traduce en la carencia de servicios médicos, el uso de la
medicina tradicional es el principal recurso para atender sus problemas de salud.
Los habitantes de esta comunidad utilizan la raiz de Ibervillea sonorae,
‘gliereque”, seca, molida y encapsulada para tratar enfermos de diabetes mellitus,
cancer, artritis, ulcera gastrica, asi como para inducir la ovulacién. También de
manera tépica, aplican el polvo en heridas frescas, y en infusion la utilizan para
lavar la cara y los pies para tratar el acné y la micosis. A pesar de su intenso uso
en varias regiones del norte del pais, son escasos los estudios quimicos y
farmacoldgicos de ésta especie.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Como se ha mencionado en México la raiz de giereque, es uno de los
remedios para el tratamiento de la diabetes mellitus, aunado a esto, son escasos
los estudios quimicos y farmacolégicos que pudieran avalar los posibles efectos
antidiabéticos de ésta especie. Tomando en cuenta lo anterior decidimos realizar
el estudio sobre el uso, quimica y actividad farmacoldgica de la raiz de Ibervillea

sonorae (S. Watson) Greene.

V. HIPOTESIS.

La raiz de Ibervillea sonorae, “gliereque”, se ha usado de manera tradicional para
tratar varias enfermedades como: la diabetes mellitus, cancer, artritis, ulcera
gastrica, para inducir la ovulacién, entre otras. Por lo tanto es factible suponer que
los extractos y el o las sustancias aisladas de la raiz de esta especie sean las
responsables de su actividad farmacologica.
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VIl. METODOLOGIA

Para cumplir con el objetivo particular 11.2.1 se realizaron las siguientes acciones

VII.1. Recopilacion etnobioldgica y bibliogréafica.

Se obtuvo bibliografia y se investigd los antecedentes historicos y actuales
de la regién estudiada, de los habitantes del Ejido Cumuripa-Porvenir y del

“‘guereque” Ibervillea sonorae.

VII.2. Estudio de herbario.

Se reunid la informacion disponible en los herbarios de la Facultad de
Ciencias y en el Nacional MEXU, sobre las colectas realizadas del género
Ibervillea, en especial de la especie sonorae, y de los sitios en los que se han

llevado a cabo [63].

VII.3. Localizacion geogréfica del area de estudio.

El Ejido Cumuripa-Porvenir se encuentra en la region centro-sur del estado
de Sonora, entre los 27° y 28° de latitud norte y los 110° y 111° de longitud oeste
del Meridiano de Greenwich, en el Municipio de Cajeme, Sonora, México, a una
altitud de 200 metros sobre el nivel del mar [64], ver esquema 2. Es una zona de
clima BSo (h") hw (x") (e”"), que corresponde al Calido seco y arido, con un
régimen de lluvias intermedio entre verano e invierno con una precipitacion menor
de 18 milimetros cubicos, la temperatura anual maxima extrema es de 42° C la

media es mayor de 22° C muy extremoso [65].
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VIl.4. Visitas a la comunidad donde se realiz6 el estudio.

Se hicieron acercamientos con los habitantes de la comunidad de
Cumuripa-Porvenir para establecer mayor confianza con los informantes y

reconocer los sitios de colecta en diferentes épocas del afio.
VII.5. Entrevista a los pobladores y aplicacion de un cuestionario.

Se realizaron entrevistas directas, verbales e individuales, en sus casas, a
145 hombres y 118 mujeres, con edades entre 15 y 70 afos. Se visitaron 96
viviendas al azar, Se aplicaron 263 cuestionarios a los pobladores del ejido, éste
incluy6 informacién sobre el nombre del entrevistado, sexo, edad, tipo de usuario,
curandero, vendedor u otro; nombres con los que se conoce la planta, breve

descripcion de la planta; partes de la planta que utiliza, corteza, flor, hoja, raiz,
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fruto, tallo o toda la planta; época de colecta, lugar de colecta; época de floracion;
recomendaciones especiales para consumirla; tiempo de tratamiento;
enfermedades en las que la utiliza, uso tradicional o ritual, cantidad utilizada,
dosificacion; modo de preparacién, la usa sola o combinada; via de
administracion. Los datos obtenidos en la entrevista fueron ordenados y evaluados

[66]; [67], ver seccion VIII.2 y el Anexo 2, Disefio de cuestionario.
Para cumplir con el objetivo 11.2.2. Se realizaron las siguientes acciones.
VII.6. Colecta de I. sonorae.

Las colectas se llevaron a cabo al azar, se realizaron caminatas a los
alrededores de la comunidad, recorriendo senderos preestablecidos
recomendados por los pobladores. Se colectaron ejemplares por triplicado
aplicando las técnicas de herborizacion, secado y conservacion de ejemplares

botanicos de herbario [68].

VII.7. Material Colectado.

La especie fue reconocida, colectada, y cotejada por los pobladores de la
comunidad con su nombre local, e identificada y caracterizada taxonGmicamente
por un experto de la Familia Cucurbitaceae, el Dr. Rafael Lira Saade de la
Facultad de Estudios Superiores-lztacala, de la Universidad Nacional Autébnoma
de México. El material estudiado coincidié con la primera descripcién botanica
hecha en 1889.

Muestras de los ejemplares estudiados fueron depositadas en las
colecciones de los herbarios de la Facultad de Ciencias e Instituto de Biologia de
la Universidad Nacional Autbnoma de México y en el acervo del Herbario
Medicinal del Instituto Mexicano del Seguro Social, con los registros FCME-
104682, FCME-110481, MEXU-1209152, MEXU1209153, IMSSM-15219 vy
IMSSM-15220.
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VII.8. Preparacion de extractos.

VII.8.1 Extracto acuoso liofilizado (EA).

Por cada 10 g de raiz seca y molida, se agregaron 90 ml de agua destilada,
la mezcla se colocé a ebullicién durante 10 minutos, posteriormente la solucién se

filtrd y fue liofilizada.

VI1.8.2 Extractos organicos.

La raiz seca y molida se sometio a un proceso de maceracion secuencial
con disolventes en orden de polaridad ascendente con hexano, acetato de etilo y
metanol, a temperatura ambiente durante 48 horas cada uno en tres ocaciones.
Los disolventes se destilaron a presion reducida en un rotavapor hasta obtener los
extractos libres de disolvente. Los extractos obtenidos se pesaron y se calcul6 el
rendimiento Se almacenaron en refrigeraciéon a -4° C en un recipiente cerrado,
para su posterior valoracion farmacolégica, asi como para la obtencion de las

fracciones y de los compuestos activos, ver seccion VIII.3.

Para cumplir con los objetivos 11.2.3 y 11.2.4 se llevo a cabo el:

VII.9. Estudio Farmacoldgico.

Los experimentos se realizaron con ratones machos adultos (Mus musculus) cepa
CD-1 de 25 a 40 g de peso corporal y de 2 meses de edad criados en el bioterio
de la Facultada de Medicina de la UNAM. Las ratones provenian de reproductores
sanos y fueron criados en un ambiente controlado y de entrada restringida, con
agua y comida ad libitum, con doce horas de luz y doce de oscuridad. Los ratones
se mantuvieron en jaulas de acuerdo a las recomendaciones de la Norma Oficial
Mexicana [69].

Todos los experimentos con animales, fueron realizados de acuerdo con los

mas altos estandares de cuidados animales, como se detalla en la guia del
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National Institute of Health de los EEUU para el cuidado y uso de animales de
laboratorio [70].

En todos los experimentos con animales donde se evalud la glucosa se
procedié de la siguiente manera: después de dejar a los animales durante 12
horas en ayuno, fueron pesados, marcados y asignados aleatoriamente en grupos,
se les determind la primera glucemia (tiempo 0) con muestras de sangre obtenida
de la vena caudal, después de haber administrado cada tratamiento, la glucosa se
evaluo a los 60, 120, 240 y 360 minutos, esto se llevd a cabo con un glucometro
ACCU-CHEK sensor de Roche. Los animales fueron mantenidos en ciclos de
luz/obscuridad 12/12 h. a temperatura ambiente de 22 °C, con acceso a agua y

alimento ad libitum, se mantuvieron en observacién durante 24 horas.

VI1.9.1. Andlisis estadistico de los datos.

Se hicieron tres repeticiones en cada experimento, excepto en los que se
utilizaron compuestos aislados, debido a su escasa cantidad. Los valores
obtenidos en los diferentes ensayos se representaron como el promedio +/- el

error estandar de la media (SEM).

La significancia estadistica, es decir, que la diferencia encontrada entre los
grupos no fuera producto del azar, fue determinada mediante prueba de analisis
de varianza (ANOVA) seguida en los casos significativos de una prueba de
comparaciones multiples (Dunnet) con la aplicacion del software computarizado
(Primer para Windows McGraw- Hill) y la version 8.0 de ORIGIN, 2009

Northampton, USA [71], [72]. La significancia estadistica se definié como p< 0.05.
VI1.9.2. Estudio de toxicidad aguda de extractos organicos y EA.

Se hicieron VIl grupos de ratones macho de 2 meses de edad de la cepa CD-I

sanos, se ordenaron y trataron de la siguiente forma:

Grupo I: se les aplico aceite de maiz (AM) como vehiculo en dosis de 0.1 mL/10 g

por via intraperitoneal (ip).
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Grupo II: se les aplico como vehiculo solucion salina fisiolégica (SSF) en dosis de

0.1 mL/10 g por via ip.
Alos grupos | y Il se les asigné tres subgrupos de 6 ratones a cada uno

Grupo Il (EH): en este grupo se administr6 EH por via ip, se utiliz6é AM como

vehiculo.

Grupo IV (EAE) a este grupo se administr6 EAE por via ip, se sutiliz6 como

vehiculo AM.

Grupo V (EAE): a este grupo se administr6 EAE por via oral (vo), se utiliz6 AM

como vehiculo.
Grupo VI (EM): se le se administr6 EM por via ip, se utilizé SSF como vehiculo.
Grupo VIl (EA): se le aplic6 SSF como vehiculo, por via ip.

A los grupos llI-VII se les asignaron 12 subgrupos de 6 ratones para aplicarles
cada una de las siguientes dosis: 1, 3, 10, 30, 100, 300, 400, 506, 641, 811, 1000
y 1200 mg/kg; (tabla VIII) [73], [74].

Tabla VIII. Dosis, via de administracion y vehiculo de extractos organicos y

acuoso.
Via de Dosis Vehiculo Subgrupos
Administracién (mg/kg) (n=6)
| AM ip 0.1 mL/10g AM 3
Il SSF ip 0.1 mL/10g SSF 3
Il EH ip 1-1200 AM 12
IV EAE Vo 1-1200 AM 12
V EAE ip 1-1200 AM 12
VI EM ip 1-1200 SSF 12
VII EA ip 1-1200 SSF 12

EH=extracto de hexano, EAE=extracto de acetato de etilo, EM=extracto de metanol, EA=extracto acuoso ip=Intraperitoneal;
vo= via oral, AM= aceite de maiz, SSF=solucién salina fisioldgica. Dosis: 1, 3, 10, 30, 100, 300, 400, 506, 641, 811, 1000 y
1200 mg/kg
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En cada grupo de ratones se registro el porcentaje de mortalidad (%) a las
72 horas después de la administracion de los diferentes extractos y se procedio al

calculo de la DLsg, con el método computarizado de Litchfield y Wilcoxon [75].

VII.9.3. Estudio histopatoldgico en ratones de la cepa CD-I.

A los animales, se les realizé necropsia y se obtuvieron érganos: pulmones,
higado, corazén, pancreas, bazo, rifidn, suprarrenales y cerebro, fueron colocados
en formol al 10 % para su conservacion y posterior traslado a los Servicios de
Patologia de los Hospitales General de México (HGM) y Juérez de la Secretaria

de Salud para su analisis Histopatoldgico, ver seccién VIII.5.

VII1.9.4. Estudio de Actividad hipoglucemiante de los EA 'y EM.

4 grupos de ratones macho de 2 meses de edad de la cepa CD-l sanos, se

trataron de la siguiente forma:

Al grupo | se le administr6 SSF en dosis 0.1 mL/10g por via ip, como control

negativo.

Al grupo Il se le administro Artosin de laboratorio Roche, tolbutamida (TOL) en

dosis de 150 mg/kg, por via ip, como control positivo.
Al grupo Il se le administro EM en dosis de 310 mg/kg por via ip.

Al grupo IV se le administré EA liofilizado en dosis de 310 mg/kg por via ip, ver

tabla IX y la seccion VIII.6.
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Tabla IX. Grupos y dosis de extractos EM y EA.

Grupos Dosis Subgrupos ‘
(n=6)

| SSF 0.1 mL/10g 1 |

. nToL 150 mg/kg 1 |

‘ I EM 310 mg/kg 1 ‘

. IVEA 310 markg 1 |

VI1.9.5. Estudio de actividad hipoglucemiante de los EH, EAE, EM y EA.

7 grupos de ratones macho de 2 meses de edad de la cepa CD-l sanos, se

trataron de la siguiente forma:

Grupo | (AM): solo se les aplic6 AM como vehiculo en dosis de 0.1 mL/10 g por via

ip, este grupo fue el control negativo.

Grupo Il (SSF): solo se le aplico SSF como vehiculo en dosis de 0.1 mL/10 g por

via ip, fue control negativo.

Grupo Il (TOL): este grupo fue el control positivo, recibié6 TOL en dosis de 150
mg/kg via ip.

Grupo IV (H): se le administrd por via ip EH en dosis de 310 mg/kg, se utiliz6 AM

como vehiculo.

Grupo V (EAE): se administrd6 EAE por via ip, se utilizd6 AM como vehiculo, este se
subdividio en 4 subgrupos de 6 ratones cada uno a los que se les administré6 EAE
en dosis de 310, 10, 3.1y 1.0 mg/kg por via ip.

Grupo VI (EM): se administré por via ip extracto EM en dosis de 310 mg/kg, con

SSF como vehiculo.

Grupo VII (EA): se administré por via ip EA liofilizado en dosis de 310 mg/kg, se

utilizé SSF como vehiculo, tabla X.
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Las dosis de extractos aplicados fueron determinadas en funcién de los valores
de DLsg (ver tabla XVII) para cada extracto, aproximadamente la mitad.

Tabla X. Dosis administradas de Extractos de |. sonorae por via i.p. a ratones
macho CD-I.

| SSF 0.1 mL/10g 1
I AM 0.1 mL/10g 1
[l TOL 150 1
IV EM 310 1
V EA 310 1
VI EAE 310,10,3.1y1.0 4
VIl EH 310 1

SSF=Solucion Salina Fisiologica; AM= Aceite de maiz; TOL=Tolbutamida;
EM=Extracto de metanol; EA=Extracto acuoso; EAE= Extracto de Acetato

de etilo; EH=Extracto de Hexano

Para cumplir con los objetivos 11.2.5 y 11.2.6 se hizo:
VII.10. Analisis cromatogréaficos y técnicas espectroscopicas.

Los diferentes extractos fueron sometidos a cromatografias en columna y
en placa fina utilizando silica gel 60 F254 (MercK 1.05554). Los diferentes
compuestos fueron revelados como puntos fueron observadas con luz ultravioleta
a 366 y 254 nandmetros, las placas cromatograficas fueron reveladas con sulfato
de cerio tetrahidratado en solucion de acido sulfarico al 1 % y con soluciones de

agentes cromégenos de vainillina 1 y Il [76].

Los puntos de fusién (pf.) se determinaron con un equipo Electrothermal

modelo 9100 digital y con un aparato Fisher Johns y estan sin corregir.

Los espectros de Ultravioleta (UV) fueron elaborados con un

espectrofotometro UV visible Shimadzu Modelo U-160.
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Los espectros de infrarojo (IR) se registraron en un espectrofotbmetro
Nicolet FT-IR5-SX.

Los espectros de resonancia magnética nuclear (NMR) se llevaron a cabo
con un aparato modelo Unidad Varian 300 (*H a 300 y *3C a 75.4 MHz) y un
Varian-Inova de 500 (*H a 500 y °C a 122 MHz).

Los desplazamientos quimicos se expresaron en & (ppm) en relacion al
tetrametilsilano (TMS) como patrén estandar, y las constantes de acoplamiento J,

son en Hz.

La espectroscopia de correlacion (COSY), la espectroscopia de efecto
nuclear Overhauser (NOESY) y la correlacion heteronuclear se llevaron a cabo
utilizando el espectrofotometro Unidad-Varian 300, mientras que la correlacion
heteronuclear de enlace multiple (HMBC) fue realizada con un espectrofotémetro

Varian-Inova 500.

La espectroscopia de masas de ionizacién de electrones (EI-MS) y la
espectrofotometria de masas de alta resolucion (HRMS) fue registrada en un
espectrofotometro de Masas Jeol AH505HR.

VII.11. Andalisis del EM.

El EM se sometié a un proceso cromatografico en una columna empacada
con 300 g de silica gel, y eluida con mezclas de disolventes de polaridad
creciente de hexano, acetato de etilo y metanol en diversas proporciones, se
obtuvieron 292 fracciones, las fracciones con perfiles similares se reunieron, tabla
XI.
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Tabla XI. Fracciones obtenidas de la cromatografia en columna del EM, eluida con

mezclas de disolventes en diferentes proporciones.

FRACCIONES ELUYENTE PROPORCION (%)
8 Hexano 100
23 Hexano-Acetato de etilo 90:10
10 Hexano-Acetato de etilo 50:50
15 Hexano-Acetato de etilo 33.4:66.6
13 Acetato de etilo 100

187 Acetato de etilo-metanol 90:10
20 Acetato de etilo-metanol 80:20
9 Acetato de etilo-metanol 50:50
7 Metanol 100

292 Numero total de fracciones

Con la finalidad de facilitar la separacion de los componentes de las mezclas

complejas se decidi6 llevar a cabo reacciones de acetilacion e hidrdlisis.
VII.11.1. Método de acetilacion.

La reaccién de acetilaciéon se llevé a cabo disolviendo las muestras a
acetilar en piridina, posteriormente se le adiciono el mismo volumen de anhidrido
acético y se dejaron una temperatura de 60 °C en bafio maria por 24 h en
agitacion continua. Pasado este tiempo se agregé hielo, permitiendo que el
producto acetilado precipitase. El producto asi obtenido se lavd con agua y se
disolvié con acetato de etilo, se traté con sulfato de sodio anhidro y se concentré

en rotavapor a presion reducida se peso el producto obtenido.
VII.11.2. Método de hidrolisis.

Las fracciones 102-111 (1 g), se trataron con 15 ml de acido clorhidrico 1 N
y 10 ml de metanol, la mezcla se colocé a reflujo a 60 °C durante 2 h. Pasado éste
tiempo la mezcla de reaccion, se extrajo con acetato de etilo dos veces y se lavo

con una soluciéon de NaHCO3 al 10 %.. La fase organica se traté con sulfato de

40



sodio anhidro, se filtré y el acetato de etilo se evapord por destilacion a presion

reducida. Se obtuvo el rendimiento de la reaccion. Ver seccionVIll.3
VII.12. Obtencion de las fracciones activas del extracto de EtOAc.

El EAE se disolvio en metanol y se adsorbié en 10 g de gel de silice, el
disolvente se evapordé a temperatura ambiente. La mezcla seca resultante se
coloco en la parte superior de una columna de cromatografia, empacada con 130
g de gel de silice. La columna se eluyd, con hexano y mezclas de hexano-EtOAc
de polaridad creciente. Se obtuvo un total de 296 fracciones de 200 ml cada uno.

Las fracciones obtenidas se agruparon en base a su patron cromatogréafico
y a su actividad farmacologica. Se identificaron dos zonas cromatogréaficas, una
con actividad hiperglucemiante y otra hipoglucemiante, estas fueron sometidas a
sucesivas cromatografias en columna (CC) utilizando el mismo soporte y
eluyentes. Se obtuvieron fracciones de 250 ml, las fracciones con patron
cromatografico parecido se agruparon, y fueron sometidas a subsecuentes
cromatografias en columna y en placa preparativa, eluidas con una mezcla de

acetato de etilo-hexano en diferentes proporciones, tabla XII.

Tabla XII. Fracciones obtenidas en la CC del EAE de la raiz de Ibervillea sonorae,

eluidas con diferentes mezclas y concentraciones hexano y acetato de etilo.

ELUYENTE CONCENTRACION No. DE FRACCIONES
VIV
Hexano 100 % 1-10
Hexano - acetato de etilo 9:1 11-36
Hexano - acetato de etilo 8:2 37-54
Hexano - acetato de etilo 7:3 55-67
Hexano - acetato de etilo 6:4 68-140
Hexano - acetato de etilo 5:5 141-175
Hexano - acetato de etilo 4:6 176-206
Hexano - acetato de etilo 3.7 207-230
Hexano - acetato de etilo 2:8 231-245
Hexano - acetato de etilo 1:9 246-266
Acetato de etilo 100 % 267-296
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VII.12.1. Aislamiento de Aislamiento de las Kinoinas D, By C.

El extracto de EtOAc se disolvié en metanol y se adsorbié en 10 g de silica
gel, el disolvente se evapor6 a temperatura ambiente. La mezcla seca resultante
se colocé en la parte superior de una columna de cromatografia, empacada con
130 g de gel de silice y se eluyd con hexano y mezclas de hexano-EtOAc y
EtOAc-MeOH de polaridad creciente. Se obtuvieron un total de 198 fracciones de
200 ml cada uno. De las fracciones eluidas con hexano: AcOEt (7:3) se aislo una
mezcla soélida la cual fue sometida a una subsecuente columna cromatografica. A
partir de las fracciones eluidas con hexano:AcOEt (1:09) se purificaron por
cristalizacion 35 mg de Kinoina D (1). A partir de las fracciones eluidas con
hexano:EtOAc (2:1) se aisldé la Kinoina C (2). Mientras que a partir de las
fracciones eluidas con hexano:EtOAc (1:1) se aisl6 la Kinoina B (3). También se

logro aislar la kinoina A (4).

VII.12.2. Aislamiento de 16a-20, 25-trihidroxi-3a-(2-O-a-L-rhamnopiranosil-D-
glucopiranosiloxi)-(10a)-cucurbit-5-en-11,22-diona (5).

El EM (20 g) se tratd con acetato de etilo. La fraccion insoluble (1,84 g) se
sometié a un proceso de separaciéon por medio de una columna empacada con
silice gel eluida con diclorometano para obtener nueve fracciones de 250 ml cada
uno. La fraccion 2 se sometié a proceso de cromatografia en columna con una
mezcla de diclorometano:metanol (4:0.3), se obtuvieron 32 fracciones. De la

fraccion 16, se aislaron 33,5 mg de 5 previamente aislado de I. sonorae [22].

VII. 12.3. Aislamiento de (22S)-16a,22-diacetoxi-20,25-dihidroxi-3a-[3,4,6-tri-O-
acetil-2-0O-(2,3,4-tri-O-acetil-a-L-rhamnopiranosil)-B-glucopiranosil]-(10a)-cucurbita-
5,23t-dien-11-ona (6).

De las fracciones eluidas con hexano:acetato de etilo (1:2) de la columna

cromatografica anterior se aislaron 31 mg de 6.
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VII.12.4. Aislamiento de 16a-acetoxi-20,25-dihidroxi-3a-[3,4,6-tri-O-acetil-2-O-
(2,3,4,-tri-O-acetil-a-L-rhamnopiranosil)-B-D-glucopiranosil]-(10a)-cucurbita-5-ene-
11,22-diona (7).

Una alicuota (1,12 g) del extracto de MeOH se traté con anhidrido acético y
piridina y se calentd a 40 ° C por 4 horas. El tratamiento habitual proporcion6 una
mezcla solida que se separd por columna cromatogréfica. De las fracciones
eluidas con hexano:acetato de etilo (1:1) se obtuvieron 23 mg de 7. La elucidacion
estructural de 6 y 7 se logr6 mediante la comparacion de sus datos espectrales

con los publicados en la literatura [22]. Ver seccion  VIII.9.
Para cumplir con los objetivos 11.2.7:

VII.13. Evaluacion de la Actividad hipoglucemiante de la kinoina A en

ratones macho (Mus musculus) CD-lI normoglucémicos.

6 grupos de ratones macho de 2 meses de edad de la cepa CD-l sanos, se

ordenaron y trataron de la siguiente forma:

Al grupo | se le administr6 AM en dosis 0.1 mL/10g por via ip, fue el control

negativo.

Al grupo Il se le administr6 TOL en dosis de 150 mg/kg por via ip, fue nuestro

control positivo.

Al grupo Il se le administré kinoina A en dosis de 1 mg/kg por via ip.

Al grupo IV se le administré kinoina A en dosis de 3.1 mg/kg por via ip.
Al grupo V se le administrd kinoina A en dosis de 10 mg/kg por via ip.

Al grupo VI se le administré kinoina A en dosis de 31 mg/kg por via ip, tabla XIlI,
secciones VIII.11y VIIL.12.
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Tabla XIll. Dosis de kinoina A administrado por via ip.

Compuesto Dosis

l. AM 0.1 mL/10g

Il. TOL 150 mg/kg
lll. Kinoina A 1 mg/kg
IV. Kinoina A 3.1 mg/kg
V. Kinoina A 10 mg/kg
VI. Kinoina A 31 mg/kg

Para cumplir con el objetivo 11.2.8 se realizo:

VII.14. Induccion de diabetes experimental.

Aloxana (5,6-Dioxyuracilo) monohidratada marca SIGMA Chemical CO.,
fue diluida en buffer de citratos a pH=4, se administré6 a los animales por via
intravenosa (iv) en la vena caudal, en dosis de 75 mg/kg a ratones macho de la
cepa CDI, en tres ocasiones cada tres dias, después de aplicada la dltima
inyeccion de aloxana, se evaluaron los niveles de glucemia con una muestra de
sangre obtenida por puncion de la vena caudal, con un glucometro (Accu-Chek

sensor, Roche).

Los ratones que mostraron hiperglucemia fueron marcados, pesados y
distribuidos de acuerdo a los valores de glucemia: hiperglucemia leve (150-250
mg/dL), hiperglucemia moderada (250-350 mg/dL) e hiperglucemia severa (> 350).
Se obtuvo el 80 % de ratones con diferentes grados de hiperglucemia.
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VII.14.1. Actividad hipoglucemiante de la kinoina A aislada de la raiz de I.

sonorae en ratones macho (Mus musculus) CD-I hiperglucémicos.

A los grupos con hiperglucemia inducida con aloxana, después de 12 horas
de ayuno, se les cuantifico la glucemia, se ordenaron y trataron de la siguiente

manera.:

Diabetes leve.

Grupo |, se le administr6 AM en dosis de 0.1 mL/10 g, control negativo.
Grupo Il, se le administré TOL en dosis de 150 mg/kg, control positivo.
Grupos lll, se le administro Kinoina A en dosis de 31 mg/kg.

Grupo 1V, se le administré Kinoina A en dosis 10 mg/kg.

Grupo V, se le administr6 Kinoina A en dosis 3.1 mg/kg.

Grupo VI, se le administré Kinoina A en dosis 1 mg/kg.

Diabetes moderada.

Grupo |, se le administr6 AM en dosis de 0.1 mL/10 g, control negativo.
Grupo Il, se le administré6 TOL en dosis de 150 mg/kg, control positivo.
Grupos lll se le administré Kinoina A en dosis de 31 mg/kg.

Grupo 1V, se le administré Kinoina A en dosis 10 mg/kg.

Grupo V, se le administré Kinoina A en dosis 3.1 mg/kg.

Grupo VI, se le administré Kinoina A en dosis 1 mg/kg.

Diabetes severa.

Grupo |, se le administro AM en dosis de 0.1 mL/10 g, control negativo.
Grupo I, se le administro TOL en dosis de 150 mg/kg, control positivo.

Grupos lll, se le administro Kinoina A en dosis de 31 mg/kg.
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Grupo 1V, se le administro Kinoina A en dosis 10 mg/kg.
Grupo V, se le administro Kinoina A en dosis 3.1 mg/kg.
Grupo VI, se le administré Kinoina A en dosis 1 mg/kg.
Ver tabla XIV y seccion VIII.14.

VII. 14.1.1. Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos se evaluaron estadisticamente, mediante analisis
de varianza (ANOVA) seguida en los casos significativos con la prueba de
comparaciones multiples (Dunnet), usando software computarizado (Primer para
Windows McGraw- Hill) y la version 8 de ORIGIN, Northampton, USA.

Las diferencias fueron consideradas significativas con respecto a los grupos
control tratados con AM y TOL a una p < 0.05* Los resultados tabulados y

graficados se expresan como la media + error estandar de la media.

Tabla XIV. Dosis de Kinoina A, administrada a ratones macho CD-| con

hiperglucemia.

SEVERA MODERADA
Dosis (mg/Kg) DOSIS (mg/kg)
. AM 0.1 mL/10g 0.1 mL/10g 0.1 mL/10g
Il. TOL 150 150 150
1. kinoina A 31 31 31
IV. kinoina A 10 10 10
V. kinoina A 31 3.1 3.1
VI. kinoina A 1 1 1
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Para llevar a cabo los objetivos 11.2.9 se hizo:

VII.15. Evaluacién de la actividad antiinflamatoria.

La evaluacion antiinflamatoria tanto de los extractos como de los
compuestos aislados se realizé por el método del (TPA) 14 acetato de 12-O-
tetradecanoilforbol como agente inflamatorio, siguiendo el método propuesto por
De Young: Una solucion de TPA (2.5 ug), en etanol, se aplicé en ambas caras de
la oreja derecha de los ratones de prueba. Diez minutos después las sustancias
fueron aplicadas de manera topica en las dos caras de la oreja derecha de los
ratones de prueba. Cuatro horas después los animales se sacrificaron mediante
dislocacion cervical y se obtuvieron porciones de 7 mm de didmetro de las orejas
tratadas y no tratadas. La variacion del edema fue evaluado por las diferencias en
el peso entre las porciones de las orejas tratadas y no tratadas. El porcentaje de
inhibicion del edema (El %) se evalué segun la metodologia propuesta por Garcia,

et al [77] ver seccion VIII.15.

VII.16.-Evaluacion de la actividad de inhibicion de la proliferacion celular de

lineas de canceres humanos.

La inhibicion de la proliferacién celular de lineas de canceres humanos
tanto de los extractos como de las sustancias aisladas fue determinada en seis
lineas celulares de cancer mediante el método de la sulforrodamina B.
Esencialmente, los compuestos a evaluar se incubaron con las lineas celulares y
mediante la union de las proteinas al colorante sulforrodamina B para medir

viabilidad y crecimiento celular [78]; [79] ver seccion VIII.16.
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VIIl. RESULTADOS

VIII.1. Estudio de Herbario.

El estudio del material consultado en los herbarios FCME y MEXU mostro
qgue el género Ibervillea (Cucurbitaceae), tiene una amplia distribucién geografica
en México, sin embargo a pesar de su amplia distribucibn son escasos los
estudios referentes a éste género. En México, crecen varias especies que se
localizan en los estados de Baja California Sur, Campeche, Chihuahua, Coahuila,
Durango, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Nuevo Ledn, Oaxaca, Querétaro,
Quintana Roo, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan
[48]; [49]; [50].

VIII.2. Estudio etnobotanico sobre el uso de la raiz.

La informacion obtenida de las entrevistas sobre el uso del I. sonorae en la
medicina tradicional de la comunidad Cumuripa-Porvenir se muestra en la tabla
XV. Del numero total de informantes, el 44.86% son mujeres y el 55.14 % son
hombres. EI 100 % de las personas entrevistadas lo utilizan para tratar la diabetes,
cancer, Ulceras dificiles de cicatrizar y para lograr un embarazo. Solo el 33.84% de
la poblacién la utilizan para la artritis, el 54.38% para acné y el 86.31% para el

tratamiento del reumatismo.

Para el tratamiento de la diabetes y cancer se recomienda ingerir 1 capsula
con aproximadamente 500 mg cada 8 horas (3 capsulas diarias), se menciona que

debe seguir la administracion hasta que haya una evidente mejoria.
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Para la artritis, reumatismo y golpes contusos, se administran 3 capsulas
diarias via oral, ademas, una rebanada de la raiz fresca se fija, con un vendaje, en

los sitios de dolor, renovandose el vendaje cada 24 h.
Para lograr el embarazo, tomar tres capsulas al dia durante lafio.

Para las Ulceras dificiles de cicatrizar (heridas infectadas), se indica aplicar
raiz molida de I. sonorae (pulverizada) dos veces al dia, hasta una cicatrizacion

completa.

En las infecciones cutaneas (granos maduros) y hongos en los pies (Tinea
pedis), se recomienda lavar la zona afectada dos veces al dia, con una infusion

fria preparada con agua hirviendo y pufio de la planta seca.

Todos informan el mismo método de preparacién cuando es utilizada via
oral, el cual consiste en rebanar la raiz, secarla a temperatura ambiente, molerla
hasta obtener polvo, se encapsula para su administracion debido a su extremo

sabor amargo.

La comercializacion de las capsulas las realiza el curandero (yerbero) de la
comunidad. El hecho de que se utilicen capsulas, para el consumo de esta
especie, es una costumbre que se aleja de los canones en el uso de la medicina
tradicional, lo que indica, que en la practica se ha integrado una aportacion

tecnoldgica en la medicina tradicional de la region.

Los resultados muestran que esta planta es utilizada en 9 padecimientos de
importancia en Salud Publica: diabetes, cancer, artritis, golpes contusos y
reumatismo, Ulceras dificiles de cicatrizar, hongos en los pies, embarazo y acné

(granos maduros) ver tabla XV.
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Tabla XV. Usos de la raiz de I. sonorae en los padecimientos mas

frecuentes en el ejido Cumuripa-Porvenir.

PARTE DE MODO DE DOSIS MUJER  HOMBRE
PADECIMIENTO LA PREPARAR (Aprox. 500 % %
PLANTA mg)

TOTAL(No.)

Rebanada, seca, 1 capsulac/ 8
DIABETES Raiz molida y h 44.86 55.14 263
encapsulada (118) (145)
Rebanada, seca, 1 capsulac/8
CANCER Raiz molida y h 100 100 (145) 263
encapsulada (118)
: Rebanada, seca, Aplicar polvo
ULCERAS DIFICILES Raiz molida, se aplica c/12 h Hasta 44.86 55.14 263
DE CICATRIZAR el polvo. mejoria (118) (145)
Rebanada, seca, 1 capsulac/8
ARTRITIS Raiz moliday h 15.9 17.8 33.8
encapsulada (42) 47) (89)
Fresca, rebanada, Cambiar
REUMATISMO Raiz se colocaen el rebanada c/12 44.8 41.44 86.3
sitio de dolor con h Hasta (118) (109) (227)
un vendaje mejoria
GRANOS MADUROS Raiz Rebanada, seca, Lavar la cara 33.85 20.53 54.38
en infusién 2 veces al dia (89) (54) (143)
HONGOS EN LOS PIES Raiz Rebanada, seca, Lavar los pies 44 .86 55.14 100
(Tinea pedis) en infusion 2 veces al dia (118) (145) (263)
FERTILIDAD FEMENINA Raiz Rebanada, seca, 1 capsulac/8 44.86 55.14 100
molida 'y h (118) (145) (263)
Encapsulada
Fresca, rebanada, Cambiar
GOLPES CONTUSOS Raiz se colocaen el rebanada c/12 44.8 41.44 86.3
sitio de dolor con h Hasta (118) (209) (227)
un vendaje mejoria

De acuerdo a los datos obtenidos en las entrevista, todos los informantes

utilizan el glereque en los padecimientos mencionados en la tabla XV. Esta

planta, recibe

Warequi, Werequi y Wereque.

los siguientes nombres; Gluereque, Guareque, Guareki, Wereke,
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VIII.3. Rendimiento de los extractos obtenidos.

El rendimiento de los diferentes extractos organicos se calculoé a partir del
material vegetal, 650 g de raiz de |. sonorae seca, el extracto que tuvo mayor
rendimiento fue el EM seguido del EAE y el EH, tabla XVI.

Tabla XVI. Rendimiento porcentual de los extractos organicos y acuoso liofilizado

obtenidos de la raiz de Ibervillea sonorae.

Raiz seca Hexano Acetato de Metanol ACuUO0SO |
Etilo
‘ 650 g - 8159 (1.25%) 8.67g(1.33%) 329 (4.9%) 1.639 (16.3%) |

VIIl.4. Toxicidad aguda de los EA y organicos obtenidos de la raiz de
Ibervillea sonorae (S. Watson) Greene.

VII1.4.1 Dosis letal (DLs) del EA, EM y EAE.

En cada grupo de ratones se registré el porcentaje de mortalidad (%) y se
procedio al célculo de la DLso [75]. De acuerdo a la clasificacion de toxicidad de las
sustancias [80], los EA, EM y EAE administrados via oral, se ubican en los rangos
de ligeramente toxicos (LT) de 500 a 5000 mg/kg, mientras que el EAE
administrado por via intraperitoneal resulté ser moderadamente toxico (MT) de 50
a 500 mg/ kg, tabla XVII.
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Tabla XVII. Toxicidad aguda (DLso) de extractos obtenidos de I. sonorae.

Extracto Toxicidad Vehiculo DLso(mg/kg) Via de administracién

EA LT SSF 719 IP
EM LT SSF 641 P
EAE MT AM 282 IP
EAE LT AM 776 @]

LT= Ligeramente toxica; MT= Moderadamente Toxica

La dosis letal 50 (DLsp) se determiné a las 72 horas después de haber
administrado los extractos.

De acuerdo con los datos en la tabla XVII se observa que la toxicidad del
EAE depende de la forma de administracion. Asi el EAE administrado por via
intraperitoneal es menos toxico que el administrado por via oral. Esta diferencia
podria explicarse por variaciones farmacocinéticas que tienen los compuestos
activos en las vias de administracion probadas. Entre las posibles explicaciones,
tenemos: A) la biodisponibilidad de los compuestos activos por via oral es menor
que por via intraperitoneal, B) Los compuestos activos sufren metabolismo de
primer paso en el tracto gastrointestinal C) las propiedades fisiologicas del tracto
gastrointestinal disminuyen la concentraciéon del o los compuestos activos

disponibles para absorberse.
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VIII. 5. Estudio Histopatologico en ratones macho (Mus musculus) cepa CD-l.

En los animales sacrificados se observaron dafios aun con dosis menores a la
DLso. Los animales que recibieron las dosis mayores de EA, EM y EAE mostraron
estiramiento abdominal, piloereccion, reduccion del tono muscular, menor reactividad,
aislamiento, y perdieron el reflejo de enderezamiento un poco antes de morir,

fotografia 13.

Fotografia 13: Comportamiento de los ratones tratados.

En los animales que murieron, la necropsia reveld: liquido libre en la cavidad

peritoneal, ver fotografia 14

Fotografia 14. Caracteristicas macroscoépicas de la cavidad peritoneal de ratones

tratados.
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El estudio histopatolégico informé dafio a los pulmones, como érgano de choque,
consistente en congestion, edema y hemorragias con dosis de 1000 mg/kg con todos
los extractos, como se observa en las fotografias: Macroscopicamente se observo
pulmones con puntilleo hemorragico y francas hemorragias, fotografia 15; higado
congestionado, fotografia 16; pancreas hipotréfico y en algunos casos difuso a
“disuelto”, fotografia 17; e Hipertrofia suprarrenal, fotografias 18. Las fotografias

Inferiores (b) corresponden a érganos de ratones sanos.

(a) Higado (@) pancreas, raton
congestionado tratado
raton tratado

-

»
=, (a) Pulmanes,
ratontt®atado

i —"

Pancreas hipotrofico

g

Puntilleo
hemorragico

(b) Pulmones;~
raton s‘ano?
control

B (D, v RIS .if':GIanduIas suprarrenales
Fotografias 15 18. Pulmon de choque, higado congestionado, hlpertrofla suprarrenal e hipotrofia
pancreética. 54



VIII. 6. Evaluacion temporal de los efectos de los EA y EM obtenidos de la raiz I.
sonorae en la glucemia de ratones macho (Mus musculus) CD-l

normoglucémicos.

La grafica 1 muestra la evolucion temporal de la glucemia en ratones sanos,
después de la administracion ip de los EA y EM a las dosis de 310 mg/kg. La
glucemia no cambio con el control negativo, SSF, mientras que con el control positivo
TOL, causé hipoglucemia durante todo el experimento. Los EM y EA causaron
actividad dual, en los primeros sesenta minutos indujeron un efecto

hiperglucémico e hipoglucemia después de los 120 minutos.

160
——S5F 0.1 mL/10g
) * TOL 150 mgl/kg
T 120 EM 310 mgikg
E’ . EACU 310 malkg
- & 1
£ * = .
@ * &
O 40 z *
3
p N=6 E
O
0L

0 60 120 180 240 300 360

Tiemp o (min)

Grafica 1. Evolucion temporal del efecto de EM y EA obtenidos de la raiz de Ibervillea

sonora sobre la glucemia de ratones sanos CD-I.

55



VIIL.7. Evaluacion temporal de los efectos de los EH, EAE y EM obtenidos de
manera sucesiva de la raiz de |. sonorae, en la glucemia de ratones macho (Mus
musculus) CD-l1 normoglucémicos.

La grafica 2 muestra la evolucibn temporal de la glucemia en ratones
normoglucémicos, después de la administracion ip de los EH, EAE y EM en dosis de
310 mg/kg. La glucemia no cambio con los controles negativos, SSF y AM ni con el
EM, macerado previamente con hexano y acetato de etilo, mientras que con el control
positivo TOL, mostré6 actividad hipoglucemiante significativa durante todo el
experimento. Los EH y EAE tuvieron significativa actividad hiperglucémica a los 60
minutos. Por otro lado, el EAE mostré efecto hipoglucémico después de los 120

minutos, con hipoglucemia significativa menor a 30 mg/dL a los 360 minutos.

160 —a— SSF 0.1 mL/M10g
—_ * AM 0.1 mL/10g
3 TOL 150
e
5 —map— EH 310

1204 T EAE 310
E, EM 310
©
£ 80_:,.—-—""1*—- A-_th—:r |
o * & *

o

= 404 *

_ N=6 *

(D #*
0

0 60 120 180 240 300 360

Tiempo (min)

Grafica 2. Evolucién temporal del efecto de los EH, EAE y EM obtenidos de la raiz I.
sonorae sobre la glucemia de ratones CD-I.
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VII1.8. Evaluacién del efecto hipoglucemiante del EAE en ratones macho sanos
(Mus musculus) CD-l.

En la grafica 3 se muestra el efecto hipoglucémico agudo del EAE administrado
por via ip, a las dosis de 10, 31, 100 y 310 mg/kg en ratones sanos. La glucemia no
cambio con el control negativo AM, mientras que el control positivo TOL, mostré efecto
hipoglucemiante significativo durante todo el experimento. Los resultados muestran
significativa actividad hiperglucémica del EAE con dosis de 310 mg/kg EAE a los 60
minutos, descendiendo paulatinamente a partir de los 120 minutos después de la
administracion, hasta alcanzar valores de hipoglucemia menores a los 40 mg/dL a los
360 minutos, el efecto hipoglucemiante del EAE fue mayor que el inducido por la TOL.

De manera diferente, a las dosis de 100 y 31 mg/kg el extracto s6lo mostré un leve
efecto hipoglucemiante.

1604 — AN 0.1 mL/M0 g
* ToOL 150 mgkg
—d—EAE 10
EAE 31
120 —4—EAE 100
* EAE 310
804

=Y
O
1

r———i—'--..______

Glucemia (mgidL)

N=6 :

0 60 120 180 240 300 360

Tiempo (min)

Grafica 3. Evolucién temporal del efecto de diferentes dosis del EAE obtenido de la

raiz de I. sonorae sobre la glucemia de ratones CD-I.
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VII1.9. Compuestos obtenidos del EM.

De las columnas del extracto de metanol, previamente mencionada, se
reunieron las fracciones eluidas con acetato de etilo: metanol (9:1). El residuo
obtenido se sometid a una hidrodlisis &cida. La mezcla de reaccion se purifico mediante
una columna empacada con silice y en las fracciones eluidas con hexano: acetato de
etilo (2:1) se obtuvieron 14 mg de la kinoina C (2) (3a, 16a-dihidroxi-4,4,9,14-
tetrametil-(9p,10a)-19-norpregn-5-ene-11,20-diona) previamente aislada de |. sonorae
(Weckert, et al 1993). La determinacion estructural de los metabolito aislados se
obtuvo mediante la comparacion de los datos fisicos y espectroscépicos con aquellos

informados en la literatura.

El EM (40 g) fue tratado con acetato de etilo formandose una solucién y un
precipitado. La parte insoluble (3.68 g) se sometié a un proceso de separacion por
medio de una columna empacada con silice y eluida con diclorometano obteniéndose
nueve fracciones de 250 ml cada una. La evaporacion del disolvente a presion
reducida de la fraccion dos permitié la separacion de una parte aceitosa y una sélida.
Esta dltima se sometid a un proceso de cromatografia en columna eluida con una
mezcla de diclorometano: metanol (4:0.3) y de la fracciéon 16 se obtuvo 33.5 mg de un
producto sélido blanco amorfo, el cual se identific6 mediante la comparacion de sus
datos fisicos y espectroscopicos, como la 16a-20,25-trihidroxi-3a-(2-O-a-L-

rhamnopiranosil-D-glucopiranosiloxi)-(10a)-cucurbit-5-en-11,22-diona (5), figuras 2 y 5.
VIII. 10. Aislamiento de las kinoinas D y A a partir del EAE.

El EAE fue sometido a cromatografia en columna empacada con silice gel y
eluida con mezclas de hexano-acetato de etilo en diferente proporcion, de las
fracciones sometidas a placa preparativa se obtuvieron 47 mg de un compuesto

menos polar y 25 mg de otro mas polar.

Un analisis espectroscopico detallado permitié elucidar la estructura 20, 21,22,

23, 24, 25, 26, 27-octanorcucurbita-5-eno-3, 11, 16-triona para el compuesto menos
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polar. Resultando un nuevo triterpeno del tipo cucurbitano, éste compuesto se

denomino kinoina D (1).

La identidad de la kinoina A (4) [(22S)-3a,16a, 20, 22, 25-pentahidroxi-(10a)-
cucurbita-5, 23-dien-11-ona] se logro por la comparacion de sus datos quimicos y
espectroscopicos con aquellos informados en la literatura, figuras 1y 4.

Figura 1-7. Compuestos Aislados de la raiz de |. sonorae

5 R4=2-0-a-L-rhamnoplranoslil-B-D-glucopiranosll, R,=0

6 R4=3,4,6-trl-O-acetll-2-0-(2,3,4-trl-O-acetll-
a-L-rhamnoplranosll)-B-D-glucoplranosll, R;=0AC

7 R4=3,4,6-trl-O-acetll-2-0-(2,3,4-trl-O-acetll-
a-L-rhamnoplranosll)-B-D-glucoplranosll, R,=0
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Tabla XVIII. Caracteristicas quimicas y efectos farmacolégicos de los compuestos
aislados de extractos obtenidos de la raiz de I. sonorae.

Compuesto Nombre Cantidad
(mg)

Punto de
Fusion °C

Extracto

Actividad

Kinoina C (2) 14 184-188 EM
2.04-
Um;x}_m w om Lrhamnopiranosil-D
rﬁ_ T L/ glucopiranosiloxil- 35 238-245 EM Anti-inflamatorio
. XT T Kinoina B (3)
Ry = i LT3 008 el S D TS

Kinoina A (4) 76 147-152 EAE Hipo-glucémico
Kinoina D (1) 47 203-2035 EAE Anti-inflamatorio
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VIII.11 Evaluacion de la Actividad hipoglucemiante de la kinoina A administrada

por via ip en ratones macho (Mus musculus) CD-I normales.

La grafica 4 muestra el efecto hipoglucémico agudo obtenido en ratones sanos,
después de la administracion ip de kinoina A a las dosis de 1, 3.1, 10 y 31 mg/kg. La
glucemia no cambid con el control negativo AM, mientras que con el control positivo TOL
causo hipoglucemia significativa durante todo el experimento. La kinoina A con dosis de
31 mg/kg tuvo significativa actividad hipoglucémica a los 60, 120, 240, y 360 de minutos,
con valores de glucosa menores de 40 mg/dL a partir de los 120 minutos después de la
administracion, mientras que la dosis de 10 mg/kg mostr6 actividad hipoglucémica a los
120, 240 y 360 minutos.

a[g)
L

1601 o [j o

L s
(LY ——AM  0.1mLADg
o S TOL 150 mgikg
A KinginaA 4 mg/kg
j 120 - kingina & 3 1mgfkg
= ——kinoina A 10 mg'kg
—_ i
E’ kinoina & 31 mg/kg
s 07,4
E \* i
* i -
4 C—
s 40- N
E n=6 * *
0L

0 60 120 180 240 300 360
Tiempo (min)

Grafica 4. Evolucién temporal del efecto de diferentes dosis de kinoina A administrada
via ip sobre la glucemia a ratones sanos CD-I.
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VIII.12. Evaluacién de la toxicidad aguda e histopatolégica de la Kinoina A en

ratones de la cepa CD-I sanos.

La dosis letal media (DLsp) de la kinoina A, fue de 31 mg/kg aplicado por via ip.
Esta dosis Unica, causo higado en nuez moscada en ratén normoglucémico CD1. En
la fotografia 19 a, se observa la superficie del corte de higado con numerosas areas
irregulares de color café claro que contrastan con areas de color café obscuro y que
corresponden a zonas de necrosis, Imagen en “Nuez moscada”. Superficie de corte de
higado donde se observa numerosas areas irregulares de color café claro, la imagen

(b) corresponde a un higado de ratén sano, control.

de ratéon

(b) Imagen de higado
sano, control

T F o
@ ngadq.de Ratén Wdo 'con
Klnoma L ’ ! :

t05|s engot“ft'ega J . "

.

(b) Higado delRatén sano, ™
control

Pl ? s
- $
! EsteatoSis er &f‘
p Lise=gilis &

Microfotografias 20 (a), higado tratado con Kinoina A y (b) sano

Las microfotografias 20 (a) y (b), la primera corresponde al higado de raton de
la cepa CD-I tratado con Kinoina A administrada por via ip en dosis de 31mg/kg, en

esta se observa pérdida de la arquitectura normal de los hepatocitos, hay necrosis
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irregular de los hepatocitos, con acentuada esteatosis en gota gruesa y los menos en
gota fina, la segunda corresponde al higado de ratén sano, ambas fueron observadas

con microscopio Optico con el objetivo de inmersién 100 X.
VII1.13. Resultados de diabetes experimental.

Después de 7 dias de aplicada la ultima dosis de aloxana se evalud la glucemia, de
los organismos tratados y se clasificaron de la siguiente forma:
hiperglucemia leve (b), 6rganos no necrosados, con la presencia de tejido

pancreatico, glucosa 130-200 mg/dL, ver fotografia 21(b).

hiperglucemia moderada (c) los 6rganos estan contraidos, aun hay de tejido

pancreatico, glucosa mayor a 200 mg/dL, ver fotografia 21 (c).

hiperglucemia severa (d), con valores de glucosa mayores a 500 mg/dL, la necropsia
del organismo con los 6rganos presentan coloracion obscura (necrosis), con escaso

tejido pancreético, ver fotografia 21 (d)

- (c) moderada

Fotografia 21. Se observa la necropsia comparativa de ratones CD-I con
hiperglucemia leve (b), moderada (c) y severa (d), comparados con organismo sano

(@).
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VIIl.14. Actividad hipoglucemiante de la Kinoina A en ratones macho (Mus

musculus) cepa CD-I con hiperglucemia inducida con aloxana.

Las gréficas 5-9 muestran el efecto hipoglucémico agudo obtenido en ratones con
hiperglucemia leve, moderada y severa, durante los 0" (grafica 5), 60" (gréafica 6), 120
(grafica 7), 240" (grafica 8), y 360 (grafica 9).

Las barras en negras, representa AM administrado en dosis de 0.1 mL/10 g, en

ratones con hiperglucemia severa, moderada y leve.

Las barras rojas, representa TOL administrada en dosis de 150 mg/kg, en ratones

con hiperglucemia severa, moderada y leve.

Las barras azules, representa a la Kinoina A administrada en dosis de 1 mg/kg, en

ratones con hiperglucemia severa, moderada y leve.

Las barras verdes, representa a la Kinoina A administrada en dosis de 3.1 mg/kg, en

ratones con hiperglucemia severa, moderada y leve.

Las barras rosas, representa a la Kinoina A administrada en dosis de 10 mg/kg, en

ratones con hiperglucemia severa, moderada y leve.

Las barras cafés, representa a la Kinoina A administrada en dosis de 31 mg/kg, en

ratones con hiperglucemia severa, moderada y leve.

En ratones con hiperglucemia severa durante los 0, 60, 120 y 240 minutos (ver
gréficas 5, 6, 7 y 8) las dosis de Kinoina A de 1, 3.1 y 10 mg/kg administradas por via
ip no mostré actividad, con la dosis de 31mg/kg mostrd actividad significativa a los

360 minutos (ver grafica 9).

En ratones con hiperglucemia moderada las dosis de Kinoina A de 1, 3.1, y 10
mg/kg, administradas por via ip no tuvo efecto; solo la dosis de 31 mg/kg administrada
por via ip mostro efecto significativo a los 240 y 360 minutos después de administrada,
ver graficas 8y 9.
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En ratones con hiperglucemia leve la dosis de 31 mg/kg administrada por via ip

mostré efecto significativo a los 360 minutos después de administrada, ver grafica 9.

0 min

=@

=

=]
1

M 0.imLAD g
EETOL 150 mgikg
B Kinoina A 1mg/kg
I kinoina A 3.1 mg/Kg
mmm kinoina A 10 mg/Kg
B _kinoina A 31 mg/kg

n

=

=
1

= b=
= =
= =]
1 1

-y

=

=
1

Glucemia img/dL

(=]
] 1

SEVERA MODERADA LEVE

Hineralucemia

Grafica 5. Evaluacion de la glucmia antes de administrar la Kinoina A en ratones CD-

| con hiperglucemia severa moderada y leve, a los 0 minutos.

60 min

AM 0.1 mL/10a

TOL 150 mg/kg
KinoinaA 1 mg/kg

kinoinaA 3.1 mg/kg
kinoinaA 10 mg/kg
-kinoinaA 31 mg/kg

Glucemia (mg/dL)

SEVERA MODERADA LEVE
Hiperglucemia

Gréfica 6. Evaluacion del efecto de diferentes dosis de kinoina A administrada por via

ip sobre la glucemia de ratones con hiperglucemia severa moderada y leve a los 60

minutos después de la administracion
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120 min
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~—~ E I AM 0.1 mL/10g
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Grafica 7. Evaluacion del efecto de diferentes dosis de kinoina A administrada por via
ip sobre la glucemia de ratones con hiperglucemia severa moderada y leve a los 120

minutos después de la administracion

240 min

. AM 0.1 ml/10g
I TOL 150 mg/kg
mm KinoinaA 1 mg/kg
mm kinoina A 3.1 mg/kg
I kinoina A 10 mg/kg
B kinoinaA 31 m

Glucemia (mg/dL)

SEVERA MODERADA LEVE
Hiperglucemia

Grafica 8. Evaluacion del efecto de diferentes dosis de kinoina A administrada por via
ip sobre la glucemia de ratones con hiperglucemia severa moderada y leve a los 240

minutos después de la administracion
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360 min

800 +

I~ 0.1 mgi10g
I TCL 150 mg/kg
Il Kinoina A 1 mg/kg
I kinoina A 3.1 mg/Kg
kinoina A 10 mg/Kg
] kinoinaA 37 mg/kg

Glucemia (mg/dL)

SEVERA MODERADA LEVE
Hiperglucemia

Grafica 9. Evaluacién del efecto de diferentes dosis de kinoina A administrada por via
ip sobre la glucemia de ratones con hiperglucemia severa moderada y leve a los 360

minutos después de la administracion.

En resumen, los ratones CD-I tratados con Kinoina A en dosis de 31 mg/Kg
mostraron actividad hipoglucémica significativa:

En hiperglucemia severa, leve y moderada a los 360 minutos
En hiperglucemia moderada a los 240 minutos

La Kinoina A a las dosis de 1, 3.1, y 10 mg/kg no mostré efecto durante todo el

experimento en ninguno de los grupos de ratones con hiperglucemia.

La glucemia no cambié con el control negativo AM, graficas 5-9; mientras que
con el control positivo TOL, so6lo tuvo efecto hipoglucémico significativo a los 60

minutos en ratones con hiperglucemia moderada y leve (ver grafica 6)
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VIIl. 15.- Evaluacién de la actividad antiinflamatoria de los EA, EM y de los

metabolitos aislados.

La evaluacién de la actividad antiinflamatoria de todos los extractos y
metabolitos sceundarios se realiz6 mediante el método de la induccion de edema por
TPA. (acetato de tetradecanoilforbol), como agente antiinflamatorio, siguiendo la
metodologia propuesta por De Young. Se aplicé 2.5 ug en ambas caras de la oreja
dereha de lo ratones de prueba, diez minutos después se aplicd las sustancias de
prueba en las dos caras de la reja derecha de los ratones de prueba. Cuatro horas
después los animales se sacrificaron mediante dislocaciones cervicales y se
obtuvieron porciones de 7 mm de diametro de las orejas tratadas y no tratadas. La
variacion del edema fue evaluado por las diferencias en el peso entre las porciones de
las orejas tratadas y no tratadas. El porcentaje de inhibicion del edema (ElI %) fue
evaluado segun la metodologia propuesta. Los resultados indicaron que solo la

kinoina D mostré un 41% de inhibicion a 1 mg/oreja.
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VIII. 16.- Evaluacion de la actividad antiproliferativa de diferentes lineas celulares
de canceres humanos de extractos y metabolitos secundarios provenientes de I.

sonorae mediante el ensayo de Sulforrodamida B.

La evaluacion antiproliferativa en diferentes lineas celulares de cancer: de pulmoén
(SKLU), del Sistema Nervioso Central (U251), prostata (PC-3), colon (HCT15),
mama (MCF-7) y de leucemia (K562) en la que se aplicaron dosis de 50ug/mL de
cada uno de los compuestos aislados, asi como de los EA y EM.

Los resultados de este ensayo mostraron que, el (IsPDD) mostré actividad significativa
en cancer de colon, mientras que el extracto metandlico presentd actividad importante

en cancer de colon y pulmén (tabla XIX).

Tabla XIX. Actividad citotdxica de compuestos y extractos obtenidos de Ibervillea

sonorae (Watson) Greene, “Glereque”.

Dosis 50ug/mL Kinoina D KinoinaA IsPDD KinoinaC EM

SKLU- (Pulmén) 4.9 10.14 1.99 S/A 18.7 925 495
U251- (SNC) S/IA 31.44 S/IA 20.57 7.1 595 9.7
PC-3- (Prostata) 27.4 27.4 SA 29.21 21.9 372 224
K562- (Leucemia) 47.77 10.8 40.6 225
HCT15- (Colon) 38.0 39.13 21.6 86.12 8.6 88.5 22.6
MCF-7- (mama) 21.49 7.0 15.67 31.82 SIA SIA  S/IA

IsB= mezcla compleja de cucurbitacinas;|sPDD=16a-20,25-trihidroxi-3a-(2-O-a-L-rhamnopiranosil-D-

glucopiranosiloxi)-(10a)cucurbit-5-en-11,22-diona; EM= Extracto de Metanol; EA= Extracto acuoso.
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IX. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

El estudio de herbario mostré que el género Ibervillea tiene amplia distribucion
en La Republica Mexicana, existen 9 especies, de las cuales se usan todas aun fuera
de las comunidades rurales. Los resultados obtenidos sobre el uso antidiabético de las
mismas corroboran que este género es utilizado desde hace mas de 150 afios
(comunicacion personal). La colecta indiscriminada de “Glereque” hace que se
encuentren en peligro de extincion por su venta sin control en diversos mercados de
México. Es importante promover su conservacion para el aprovechamiento racional de

las especies del género Ibervillea.

Esta investigacidon mostré que la raiz de la especie |. sonorae es de amplio uso
en la medicina tradicional de los habitantes de la comunidad de Cumuripa-Porvenir,
Municipio de Cajeme, Sonora, México. Los usuarios muelen el material vegetal y el
polvo seco lo aplican directamente en las heridas recientes tanto en animales como en
personas. El uso tépico se recomienda para aliviar el dolor y evitar infecciones. Por
otro lado, debido a su intenso sabor amargo, se recomiendan su administracién oral
mediante capsulas, como remedio contra la diabetes, cancer, infertilidad femenina,
ulceras dificiles de cicatrizar, Ulcera gastrica y artritis. Asi mismo se administra en
infusion para lavar la cara con acné y los pies infectados con hongos. Para el dolor y la
inflamacién se recomienda su uso ya sea en cataplasma o en rebanadas frescas las
cuales se colocan mediante vendas en los sitios con dolor e inflamacion o con

problemas de artritis.

Nuestros resultados indican que el extracto de acetato de etilo (EAE) de I.
sonorae administrado por via ip presento un efecto dual, dependiendo de la dosis
puede inducir hiper o hipoglucemia tanto en ratones normales como hiperglucémicos.
Inclusive éste extracto a la dosis de 282 mg/kg via ip provoco la muerte en el 50% de

los animales de prueba.

Los dafios observados en los érganos de los animales de prueba, tales como
hipotrofia de pancreas e hipertrofia de suprarrenales, hemorragia en pulmones y el
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higado congestionado. De acuerdo a sus valores de DLsg, los EAE y EM son toxicos.

Sin embargo estos extractos fueron los que presentaron actividad hipoglucemiante.

El EM macerado previamente con hexano y acetato de etilo no mostro
actividad, debido a que probablemente el o los compuesto con actividad fueron
extraidos por el hexano y el acetato de etilo.

Un hecho muy significativo es que los EAE y EM mostraron actividades duales,
lo que indudablemente indica que existen metabolitos secundarios con diferentes
actividades dentro de éstos extractos.

Por otra parte, al igual que en investigaciones quimicas previas de |. sonorae
nosotros también aislamos varios triterpenos tipo cucurbitano conocidos como
kinoinas [22]. Sin embargo, por primera vez informamos de la actividad hipoglucémica
de la Kinoina A, asi como del aislamiento y la elucidacién estructural de una nueva

Kinoina, la D, un compuesto aislado a partir del extracto de AcOEt de la raiz.

Es importante mencionar que partir de las fracciones eluidas con
hexano:EtOAc se aislaron las kinoinas A y D compuestos de menor polaridad. La
separacién por columna cromatografica del extracto de MeOH, nos mostré una
evidente dificultad en la separaciéon de los compuestos, debido a que dicho extracto de
mayor polaridad contenia una mezcla compleja de glucésidos. Lo que nos permitié
realizar reacciones de acetilacion e hidrdlisis, con el fin de facilitar la separacién de los
componentes de las mezclas complejas. La separacion cromatografica de las mezcla

de reaccion de la acetilacion del extracto nos permitié separar la Kinoina C

Todos los extractos y compuestos aislados asi como sus derivados se
ensayaron para determinar sus propiedades antidiabéticas, anti-inflamatorias y de

inhibicion de la proliferacion celular de lineas de cancer humano.

Nuestros resultados demostraron que la Kinoina A en las dosis de 10 y 31
mg/kg disminuye la glucemia en ratones sanos, en ratones con diabetes moderada y

leve con dosis de 31 mg a los 240 y a los 360 minutos, esto hallazgos muestran un
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probable efecto de ésta cucurbitacina sobre las células [ pancreaticas, para
incrementar la produccion de insulina o bien requiere de la presencia de esta para
actuar. Por otra parte, la dosis de 31 mg/kg de Kinoina A presentd un efecto
hipoglucémico en ratones con diabetes severa, es decir, organismos que carecen de
pancreas y de células B productoras de insulina, éste efecto se observé a las 6 horas
de tratamiento lo cual nos hace pensar en un efecto extra pancreatico, probablemente

en higado, y por tanto con un mecanismo de accién diferente.

Esta dosis dosis Unica de 31 mg/kg de Kinoina A caus6 la muerte del 50 % de
organismos. Lo que nos permite concluir que el efecto antidiabético es producido por
un metabolito altamente toxico, que produce la muerte, causa esteatosis hepatica, por

lo cual consideramos que su margen de seguridad es muy estrecho.

Aungue los compuestos de tipo cucurbitacina llamados kinoinas se han aislado
de I. sonorae, la actividad hipoglucémica de esta especie se atribuyé a una mezcla de
monoglicéridos y acidos grasos [18]. Sin embargo, estudios anteriores han informado
gue los compuestos de tipo cucurbitacina, tales como cucurbitacina B y 3-O-B-D-
glucopiranosil-23,24-dihidro cucurbitacina F tienen actividad anti-hiperglucémica. Este
ultimo glucoésido de curcubitacina F provocé actividad anti-hiperglucémica significativa
en dos experimentos diferentes sub-agudos a largo plazo. Tanto en animales que
tenian diabetes como en animales que estaban desarrollando diabetes inducida por
STZ.

En este experimento se utilizd una dosis baja de STZ que produjo una
destruccion incompleta de B-células de pancreas. Teniendo en cuenta lo anterior los
autores proponen que el posible efecto de éste compuesto aumento la renovacion de
las células B o permitié la recuperacion de células B parcialmente destruidas y por lo
tanto estimula la secrecion pancreatica de insulina. Curiosamente, en un trabajo
anterior los autores mostraron que el glucésido actia solo en animales diabéticos y no

en ratas sanas [27].
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Por otra parte, se ha informado de que la cucurbitacinas momordicine Il y

kuguaglycoside T aisladas de M. charantia indujeron secrecion de insulina in vitro.

Si bien existen numerosos informes que apoyan tanto in vitro como en in vivo
las propiedades anti - diabéticas de las cucurbitacinas, no se conoce con certeza el
mecanismo de accion de estos triterpenos. Uno de ellos, como ya se ha mencionado,
es la posible liberacion de insulina por estos triterpenos. Otra es la activacion de la
proteina quinasa activada por AMP (AMPK). Muchos estudios sugirieron que la AMPK
activa una variedad de procesos metabdlicos, la mayoria de los cuales conducen a la
reduccion de almacenamiento de energia y al aumento de la produccion de energia.
Por lo tanto, la activacion de AMPK se considera como una posible diana terapéutica
para el tratamiento de trastornos metabdlicos. Se ha informado que varias
cucurbitacinas tienen actividad sobre AMPK. Por ejemplo los cucurbitacinas: mogrol ,
3 - hydroxymogrol y 3 - hidroxi - 25 - deshidroxi - 24 - oxomogrol todos los aislados de
Siraitia grosvenorii aumentaron la fosforilacién de la AMPK [81]. Por otra parte, se ha
informado de que 5B, 19 - epoxi - 25 - metoxi - Cucurbita - 6 ,23 -dieno- 38 ,1 - diol
aislado de M. charantia posee multiples funciones. Ademas de una actividad
hipoglucémica en las células resistentes a la insulina y un activador de AMPK, esta
cucurbitacina también muestra un efecto anti - inflamatorio [82]. En otro estudio de la
misma especie se demostré que la cucurbitacinas momordicoside S, karaviloside XI, y
sus agliconas tanto en miotubos L6 como en los adipocitos 3T3 - L1, estimulan la
translocacion de GLUT4 a partir de citosol a la membrana celular . Este efecto se

asocié con un aumento en la actividad de la proteina quinasa activada por AMP [83].

Por otro lado, se sabe que en respuesta a la ingestion de alimentos, las células
entero endocrinas de la mucosa intestinal liberan hormonas tales como GLP-1 que
puede estimular la secrecion de insulina del pancreas endocrino y de ese modo
reducir la glucosa en sangre. En un informe reciente se indica que los cucurbitanos
aislados de M. charantia, 19-nor-cucurbita-5 (10), 6,8,22 - (E), 24-pentaen-33-ol, y
5B,19-epoxycucurbita-6, 24-dien-3[3, 23¢-diol (E karavilagenine) estimula la secrecion
de GLP-1 [84].
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Por otro lado, la kinoina D mostro una actividad anti-inflamatoria en un 41%,
16a-20,25-trihidroxi-3a-(2-O-a-L-rhamnopiranosil-D-glucopiranosiloxi)-(10a)-cucurbit-5-
en-11,22-diona, mostré actividad significativa en cancer de colon, el extracto

metanolico presento actividad importante en cancer de colon y pulmén

En resumen hay informacion bibliografica que demuestra que diferentes
cucurbitacinas tiene propiedades antidiabéticas, antiinflamatorias, y citotoxicas que
apoyan nuestros hallazgos. Sin embargo, para aclarar los mecanismos por el que
actuan las kinoinas aisladas se requiere de mas estudios.
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A new cucurbitane-type triterpene, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27-octunorcucurbit:
inal plant Jbervitlea sonorae, (wereque). The structure of 1 was established on the basis of extensive NMR and MS studies. In addition, the known

the me

S-ene-3, 11, 16-trione (1), named Kinoin D, was isolated from the roots of

kinoins B (3) and C (5) were isolated. as were 16a-20,25-trihvdroxy-3u-(2-0-u-1 ~rhamnopyranosiyl-n- olucopy ranosyloxy)-( 10a)-cucurbit-5-en-11,22-dione
\ Y Y y £ Y Y

(6),  (225)-160,22-diacetoxy-20.25-dihydroxy-3u-[3,4,6-tri-O-acety
dien-11-one (7) and 16a-acetoxy-20.25-dihydroxy-3a-|3.4,6-tri-O-
3-ene-11.22-dione (8). Compound 1 exhibited anti-inflammatory ac

Keywords: lbervillea sonorae, Anti-inflammatory activity, Cucurbitane.

tyl-2-0-
ivity in TPA-induced edema in mice.

cetyl-a-L-rhamnopyranosyl)-B-glucopyranosyl]-(10a)-cucurbita-5,231-
J-acetyl-a-1-rhamnopyranosyl)-B-p-glucopyranosyl]-( 1 u)-cucurbita-

N

Over 306 plant species have been used as hypoglycemic remedies in
Mexican traditional medicine [la]. One of these is /lbervillea
sonorae, colloguially known as “Wereque,” which is widely
recommended in folk medicine as a hypoglycemic [1b], antibiotic
[2], anti-obesity [3a] and anti-rheumatic agent. Previous
pharmacological studies with /. sonorae revealed antiviral,
antifungal [2] and hypoglycemic effects [3a], and a prior chemical
i igation resulted in the isolation and identification of several
cucurbitane-type triterpenes known as kinoins [3b]. As part of our
systematic study of anti-inflammatory compounds from natural
sources [3c], this paper reports the isolation and structural
elucidation of a new octanorcucurbitane (1), named kinoin D, from
1. sonorae roots.

Column chromatography of the EtOAc extract of the roots of /.
sonorae gave 35 mg of 1 whose molecular formula was assigned as
C3H3 05 based on the molecular ion at m/iz 343.2267 (Caled
343.2273) in the FAB™ MS. The 'H NMR spectrum of 1 had five
methyl singlets at 8; 1.03 (3H, s), 1.17 (3H, s). 1.24 (3H. s), 1.25
(3H, sy and 1.29 (3H, s). and three pairs of AB doublets at §y; 2.01
(1 H, d, J=18 Hz) and 2.56 (1 H. d. J=18 Hz). &, 2.39 (I H, d,
J=14.7 Hz) and 3.18 (1 H, d. /=15 Hz) and §;; 2.08 (1 H, d, J=17.1
Hz) and 2.25 (1 H, d. /=17.1 Hz), which correlate with the CH,
groups at 49.2, 45.1 and 50.1 ppm, respectively, by HETCOR. A
vinylic proton at &; 5.79 (1M, di, J = 5.6, 2.2 Hz) was also
observed. The *C NMR spectrum of 1 (Table 1) revealed 22 carbon
S s. The assignment of all hydrogen atoms was achieved by
HETCOR and COSY experiments.  Since the tetracyclic
triterpenoids isolated thus far from the genus fhervillea are
cucurbitane-type compounds, 1 was tentatively proposed to have a
basic skeleton of 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27-octanorcucurbitacin.
Comparison of the NMR data of 1 with those of endecaphyllacin A
(2) from Hemsleva endecaphyila [4a), indicated that these two
compounds are structurally very similar in rings A-C. A detailed
comparison of the “C NMR data of these compounds disclosed that
a methine group (C-2) at 8;; 72. 3 in 2 was replaced by a methylene
group at 8 24.2 in 1. The HMBC correlation from H-2a and H-2b

Table 1:

No. & No & By

1 378 CH, 2 451 CHL 2304447, 3184 (J4.7)
2 242l 3 3 44.3 g€

3 2131 C 3 430

4 STO g 5 301CH, | 2084(17.1).235d(17.1)
5 140.9 oC 16 2l6hy

[ 191 CH | S78bes 17 492 Clly 201d(18). 256 d (18)

7 248 CH, 29m 19%8m | 18 243 Cly 03 s

s 429 i 221 bry 19 P A7

9 S04 gL 3% T 20+

I 36.2 CH 262m 29 2 . 238

1 2111 4C 30 19.1CH; 24

By 194, 1.54) to C-10 (8¢ 36.2, CH) confirms this proposal.
Therefore, 2 has an alcohol group at C-2 that is missing in 1. This is
reflected in the presence of an additional oxygen atom in 2. Thus,
compound 1 was established as 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27-
octanorcucurbita-5-ene-3, 11, 16-trione, and named kinoin D.

In addition to kinoin D (1) in /. sonorae and endecaphyllacin A (2)
in H. endecaphylla, these species also synthesize other structurally
similar products, such kinoin B (3) [3b] (30.1604,20,25-
tetrahydroxy-( 1 0a)-cucurbit-3-ene-11,22-dione) in /. sonorae and
23.24-dihydrocucurbitacin - D (4)  (2B,160,20,25-tetrahydroxy-
(10a)-cucurbit-5-ene-3.11.22-trione) in /. endecaphylla [4a).
However, the phylogenetic relationship of the genera lbervillea
(fam. Cucurbitaceae, subfam. Cucurbitoideae. tribe Coniandreae)
and Hemsley (fam. Cucurbitaccae, subfam. Nhandroboideae, tribe
Zanoinicae, subtribe Gomphogyninae) is quite distant [4b)].

Kinoin C (5) was isolated from the fractions eluted with #-hexane:
EtOAc (2:1), and kinoin B (3) from the fractions eluted with
n-hexane: EtOAc (1 : 1), as previously reported |3b].
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Although chromatography of the MeOH extract led to the isolation
of glycoside 6, a portion was acetylated to facilitate the separation
of the p of the mi Chr phy of the
acetylation reaction mixture led to the isolation of 7 and 8, both
previously isolated from /. sonorae [3b]. All of the isolated
compounds and their derivatives were tested for their anti-
inflammatory properties against TPA-induced edema in the mouse
ear. However, only 1 showed activity (41% at a dose of | mg /ear).

Experimental
General: Melting points, Fisher Johns app UV, Shimadzu U

Delgado er af.

wnlh n-hexane: EtOAc (7:3) a solid mixture was isolated which was

hed with #-h EtOAc (1:9) to give a solid which
was crysxalhzed from n-hexane: EtOAc yielding 35 mg of 1. From
the fractions eluted with n-hexane: EtOAc (2:1) kinoin C (5) was
isolated, while from the fractions eluted with n-hexane: EtOAc (1:1)
kinoin B (3) was isolated, as previously reported [3b).

The methanol extract (20 g) was treated with | L of ethyl acetate for
72 hatr. t. The insoluble portion (1.84 g) was chromatographed on
silica with CH.Cl to yield 9 x 250 mL fractions. Fraction 2 was
chromatographed with CH,Cl, MeOH (4:0.3) to give 32 x 100 mL.
fractions. Fraction 16 gave 33.5 mg of 6, previously isolated from
1. sonorae [3b].

A 1.12 g portion of the MecOH extract was treated with acetic
anhydride and pyridine at 40°C for 4 h. The reaction mixture was
diluted with water and extracted with 3 x 20mL EtOAc. The organic
phase was washed consecutively with 10% HCI and water until the
pH =7, dried over Na,S0,, filtered, and the solvent removed under

160 model; IR, Nicolet FT-IR5-SX spectrophotometer; NMR,
Varian-Unity 300, Varian-I 500 spec : EI-MS and
HRMS, Jeol AHS505HR mass spectrometer. Vacuum column
chromatography (VCC) and TLC, silica gel 60 F254 (Merck
1.05554). The spots were observed under ultraviolet (UV) light at
366 and 254 nm, and the TLC plate was then sprayed with cerium
sulfate tetrahydrate (1%) in sulfuric acid solution.

Plant material: Iberviilea sonorae (S. Watson) Green was collected
by locals from El Ejido Cumuripa-Porvenir, Sonora, México. The
specimens were identified by Dr Rafael Lira Saade and deposited at
the Herbario de La Facultad de Ciencias UNAM FCME-104682
FCME-110481 and the Instituto de Biologia UNAM MEXU-
1209152, MEXU-1209153.

Extraction: Dried and ground roots (650 g) were extracted with
n-hexane, ethyl acetate and MeOH  successively at room
temperature, 3 times for 48 h each. Evaporation of the solvents
under low pressure afforded the respective s: n-hexane 8.15 g
(1.25%), ethyl acetate 8.67 g {1.33%) and 32 g methanol (4.9%).

Isolation of kinoin D (1), kinoin B (3) and kinoin C (5): The
EtOAc extract was dissolved in methanol and absorbed into 10 g of
silica gel and the solvent evaporated at room temperature. The
resulting dried mixture was put on a column, packed with 130 g of
silica gel and eluted with n-hexane and mixtures of n-hexane-
EtOAc and EtOAc-MeOH of increasing polarity. A total of 198
fractions of 200 ml. each were obtained. From the fractions eluted
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Kinoin D, (20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27-octanorcucurbita-5-ene-
3, 11, 16-trione) (1).

MP: 126-128°C.

[alp: +13.9 (¢ 2.3, CHC;).

IR (KBr) Vo 3490, 1715, 1690 cm’!

'"H NMR and *C NMR (CDCls): Table 1.

FAB+: m/z 343.2267 (caled for Cay Hyy Oy 343.2273 [M]).

EI-MS (70 eV) mz (rel. int): 342 [M]’, (80), 327 (93), 299 (90),
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COSY and HMBC spectra of 1.
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Anexo 2.

Disefio del cuestionario

CUESTIONARIO/ENTREVISTA/INVENTARIO

NOMBRE DEL LUGAR: MUNICIPIO: ESTADO:
LOCALIZACION GEOGRAFICA:
ALTITUD LATITUD CLIMA TIPO DE VEGETACION

NOMBRE DEL INFORMANTE (0o es obligatorio):
SEXO: M F EDAD: GRUPO ETNICO:

: QUE ES LA SALUD PARA USTED 7

2 CON QUE SERVICIOS DE SALUD CUENTA ?

; CUALES SON LOS PROBLEMAS DE SALUD MAS FRECUENTES EN LA
COMUNIDAD *

: CUANTAS CLASES DE ENFERMEDADES CONOCE USTED ¥

2 COMO LAS CLASIFICARIA 7 (sefiale con una cruz)

BUENAS MALAS DEL CUERPO FRIAS CALIENTES

: POR QUE LAS CLASIFICA ASI Y

L CUALES SON LAS ENFERMEDADES MAS FRECUENTES AQUI ?

: COMO SE CURAN ?
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: CUALES SON LAS PLANTAS MEDICINALES QUE USTED CONOCE?
(MENCIONE TODAS LAS QUE CONOCE)

NOMBRE PARTEDE LA CANTIDAD COMO LA EPOCA DE
COMUN  PLANTAQUEUSA  OQUEUSA  PREPARA FLORACION-
- (vtera rae 2 ulbe, bagen de [

- e plasta, Mar. Brute, obc ) phent s Bremem oo |

4 CAIJALI?.S SON LAS PLANTAS MEDICINALES A LAS QUE USTED LES TIENE
MASFE?

: CUALES SON LAS PLANTAS QUE MAS USA ?
MENCIONELAS
LUGAR DE-

EPOCA DEL ANO  RECOMENDACIONES
PARA CONSUMIRLA COLECTA

NOMBRE
COMUN DE COLECTA




CANCER
OTRAS ENFERMEDADES
QUE CONOZCA

WEREQUE

QUE OTROS NOMBRES RECIBE

DESCRIBALO BREVEMENTE

COMO LO PREPARAN

CANTIDAD

MODO DE USO

PARA OUE ENFERMEDADES
SE UTILIZA

EPOCA DE FLORACION

EPOCA DEL ANO EN QUE SE
COLECTA

LUGARES EN QUE SE COLECTA

RECOMENDACIONES ESPECIALES
PARA USARLO

MUSARO
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