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RESUMEN

En el afio 2000, cinco enfermedades fueron responsables de mas de la
mitad de las muertes que ocurrieron en el pais: las enfermedades del corazon,
ios tumores malignos, la cirosis hepatica, las enfermedades cerebro

vasculares y la diabetes mellitus.

Esta dltima es sin duda uno de los problemas de salud mas importantes que
enfrentard México en los préximos afios. Se trata de una enfermedad en la cual
la caracteristica mas importante son los aitos niveles de glucosa en la sangre.

En México, la diabetes mellitus mas comun es la tipo 2 (con un 90% de
frecuencia) y en el 2001 fue considerada como la primera causa de muerte
(SSA, 2004).

Entre los tratamientos que existen para la diabetes mellitus tipo 2 en
México, se encuentra el de ia herbolaria, la cual se basa en la utilizacién de
plantas medicinales. Es en base a esta medicina tradicional como surge la
etnofarmacologia, la cual utiliza la informécién obtenida directamente de las
comunidades donde se reporta el usos de plantas medicinales, para su
posterior recoleccién, almacenamiento, preparacion y finalmente la realizacion
de la fitoquimica con el fin de determinar sus principios activos (Andrade-Cetto,
1999). Ademas la etnofarmacologia busca regresar los beneficios de estos

trabajos a la misma comunidad.

Como ejemplo tenemos a Cecropia obtusifolia cominmente llamada
“guarumbo” que es un arbol perennifalio, que esta ampliamente distribuido en
Mexico y que es utilizado para el tratamiento de la diabetes.

Estudios hechos por varios investigadores han demostrado, que el extracto
obtenido de Cecropia obtusifolia tiene accién hipoglucemiante. También se ha
demostrado su accién hipolipidémica e hipotensora (en animales de
laboratorio), lo que vaiida algunos de sus usos: sin embarge su efecto tdxico es




dudoso. Asi mismo se ha demostrado su efecto hiploglucemiante en pacientes

que tienen baja respuesta al tratamiento medico convencional,

Por lo anterior, el objetivo de la presente investigacién fue determinar el
efecto genotoxico inducido por el extracto de Cecropia obtusifolia en pacientes
con diabetes mellitus tipo 2 por medio del ensayo de micronticleos (MN). Este
ensayo permite conocer, in vivo o in vitro, si una sustancia esta causando
aberraciones cromosodmicas, ya sea rompiendo a los cromosomas (agente
clastogénico) o afectando el huso mitético (agente aneuploidogénico).

Es importante sefialar que esta investigacién no es un trabajo aislado, sino
que forma parte de un proyecto mas amplio en el cual colaboramos con el
Centro Médico Siglo XXI, donde se trabaja con el extracto de C. obfusifolia en

un grupo piloto de pacientes con diabetes mellitus.

En esta investigacion ia poblacién de estudio consistié en: 1) pacientes con
diabetes mellitus tipo 2 que estén bajo tratamiento con un extracto de C.
oblusifolia, provenientes del Centro Médico Siglo XXI; 2) muestra control de
pacientes con diabetes mellitus tipo 2 que no estén bajo tratamiento con C.
obtusifolia, y 3) muestra control de personas sanas.

Los resuitados que se obtuvieron indican que tanto la diferencia en la
frecuencia de MN como en el indice de proliferacién de la citocinesis
bloqueada (CBP)) en los grupos de estudio no fue estadisticamente
significativo; por lo que se concluye que el extracto de Cecropia obtusifolia no
mostré un efecto genotéxico ni citostatico en los pacientes con diabetes
mellitus tipo 2, y que por o tanto, esta planta podria servir como una buena

alternativa para el tratamiento de esta enfermedad.




INTRODUCCION

La Organizacién Mundial de la Salud en 1978 definié el término “planta
medicinal® como, cualquier planta que en uno o mas de sus érganos contiene
sustancias que pueden ser utilizadas con fines terapéuticos o que son
precursores para la hemi-sintesis quimico-farmacéutica. Su uso se remonta a
la antigledad, donde inicialmente fueron usadas por ensayo y error, y mas
tarde se fue entendiendo su uso y determinando sus propiedades terapéuticas
(Martinez, 2004).

Se sabe que el primer escrito sobre el uso de plantas medicinales tiene
unos 3000 afios de antigiiedad y aparece en la cultura de los sumerios, un
antiguo pueblo que vivia al sur de los rios Eufrates y Tigris, que actualmente es
Irak. Los asirios y hebreos, sabian como hacer uso de las plantas con poder
curativo; los egipcios describieron en sus papiros las propiedades de plantas
tales como la mirra, el caAamo, el opio, el aloe y la cicuta. Cabe mencionar que
los egipcios utilizaron los principios de las plantas medicinales de una manera
sistematica y controlada ya que, se conocen mas de 700 formulas en las que
aparecen estas plantas y el documento impreso més relevante es el Papiro de
Ebers del afio 1500 a.C. En la india el uso de plantas medicinales, conocido
como Ayurbeda, ha dejado referencias escritas del afio 800 a.C., donde
aparecen descritas unas 800 especies (Martinez, 2004).

Los griegos y los romanos recopilaron la tradicién de Mesopotamia y de
Egipto e hicieron uso de las plantas para curar ias enfermedades y mantener
una buen salud. Asi, por ejemplo, el griego Hip6crates (460-a.C.-377 a.C.),
considerado el padre de ia medicina, otorgaba mucha importancia a la
medicina preventiva, la cual incluia el tratamiento con plantas (Martinez, 2004).

En México ia “medicina tradicional” indigena es fundamentalmente
herbolaria, y est4 siempre acompafiada de oraciones religiosas. Esta “medicina
tradicional” mexicana se conoce a través de las costumbres de los grupos
tnicos actuales, asi como por los escritos tempranos de fray Bernandino de
Sahagun, Martin de la Cruz, Juan Badiano, Francisco Bravo, Hernando Ruiz




de Alarcon y Francisco Hernandez, y por las descripciones geograficas de los
jesuitas; aportaciones posteriores fueron ofras obras como la de Francisco
Javier Clavijero (Barba de Pifa, 2002).

En el siglo X\, los curanderos sélo se preccupaban por los sintomas de las
enfermedades y no de la enfermedad en si, aunque hay regiones étnicas, como
la maya-yucateca, donde a la diabetes se le llamé enfermedad dulce, y para
detectarla hacian orinar al enfermo cerca de un hormiguero y cbservaban si las
hormigas eran atraidas por el aziicar que quedaba al secarse la orina {Barba
de Pifa, 2002).

En este siglo, la tecnologia ha permitido desarrollar sustancias artificiales
parecidas a los productos naturales o que tienen el mismo efecto. Sin embargo,
debido al deterioro del ambiente, y a la conciencia que se ha formado con
respecto a que los productos sintéticos pueden ser dafiinos, existe una
tendencia a volver a los productos naturales y al uso de hierbas medicinales
(comunicacion personal de Jorge Arancibia).

Una de las ciencias que se encarga del estudio de las plantas medicinales
es la etnofarmacologia, la cual es una ciencia interdisciplinaria, donde la
observacién en campo, la descripcion del uso de fos remedios tradicionales, Ia
descripcién boténica y los estudios fitoquimicos y farmacolégicos, son parte de
su trabajo. Es por ello que todo estudio etnofarmacolégico se inicia en principio
con la documentacién del conocimiento tradicional del uso de las plantas
medicinales en la comunidad de estudio y posteriormente se realiza una
descripcién y clasificacién taxonémica de las plantas de interés (Andrade-
Cetto, 1999).

Finalmente, y como uno de los principales objetivos de las investigaciones
etnofarmacolégicas, es la produccién de fitomedicamentos hechos a partir de
las plantas. Liamamos fitomedicamentos a todos aquelflos medicamentos cuyos
principios activos proceden exclusivamente plantas medicinales (Herrera-
Arellano, 2003).




Es por medioc de estos estudios etnofarmacolégicos que se calcula que de
las 260,000 especies de plantas que se conocen en la actualidad el 10% se
pueden considerar medicinales, ya que éstas se encuentran recolectadas en
los tratados médicos de fitoterapia, de épocas pasadas y modernos, por
presentar algtin uso. De estas plantas medicinales se han realizado diversos
estudios sobre sus componentes, los cuales se centran en las sustancias que
ejercen una accidn farmacolégica sobre el ser humano u otros animales
(Hiriart, 2002). Los principales principios quimicos de las plantas medicinales
se pueden clasificar en los siguientes grupos: flavonoides, taninos, vitaminas,
alcaloides, saponinas, minerales, aceites esenciales, glucédsidos, sustancias

amargas y mucilagos (Martinez, 2004).

Entre las plantas medicinales
utilizadas en Meéxico se encuentra
Cecropia obtusifolia comunmente
llamada guarumbo, chancarro,
trompeta o trompetillo. Es un arbol
perennifolio, de 20 a 25 m {hasta 35
m) de altura, con un diametro a la
altura del pecho de hasta 50 c¢cm. Las
flores son de color crema y estan
agrupadas; presenta ademas una

infrutescencia de verde amarillenta a

pardo oscura; las semillas son muy

Fig.\ Cecropia obtusifoia (Guarumbo). Las | PeQuefias, de 1 .a 2.8 mm de largo y

hojas se utitizan para el tratamiento de la | 0.8 a 1.3 mm de ancho, cilindricas,
diabetes.

pardo brillantes. Las hojas son
grandes en forma de mano extendida (palmeada), estan dispuestas en espiral y
aglomeradas en las puntas de las ramas y tienen un jugo lechoso (Fig. 1). Son
plantas dicicas (http:/Awww.conabio.gob.mx). En la tabla 1 se muestra ia
clasificaciéon taxonomica de la planta.




Tabla I. Clasificacion taxonémica de Cecropia obtusifotia (http://plants-
usda.gov/cgi_bin/plant_profile.cgi?symbol=CEOB)

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta

Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Ciase: Magnoliopsida

Subclase: Hamamelidae
Orden: Uricales
Familia: Cecropiaceae
Género: Cecropia
Especie: Cecropia obtusifolia

Es una especie originaria de América tropical con amplia area de
distribucion, se extiende desde el sur de México hasta el norte de Sudamérica.
En selvas centroamericanas se puede encontrar a una aititud desde los 0 hasta
los 800 m.s.n.m. Habita en climas calidos, semicdlidos y templados desde el
nivel del mar hasta los 1500 m.s.n.m. Presente en vegetacién perturbada
derivada de bosque tropical caducifolio, subcaducifolio, ‘subperennifolio o
perennifolio, algunas veces asociada a matorral xeréfilo de cactaceas o cedros,
en pastizal y bosque mixto de pino-encino (Argueta, 1994).

En México se encuentra en los estados de Chiapas, Guerrero, Jalisco,
Qaxaca, Quintana Roo, Puebla, San Luis Potosi, Sinaloa, Tabasco, Hidalgo,
Veracruz, Yucatan, Guanajuato y Michoacan (Fig. 2). Se desarrolla tanto en
suelos con buen drenaje como en aquelios con impedimentos de drenaje, tanto
de origen volcanico, como sedimentario o metamdrfico. Esta planta ha sido
evaluada farmacolGgicamente y se reportan 30 usos medicinales y 23
compuestos quimicos. Usos: antitusivo, antidiabético, afecciones nerviosas,
antipirético, afecciones cardiacas, enfermedades hepaticas y puimonares,
asma, diurético, entre otros (http://www.conabio.gob.mx).
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Fig. 2 Distribucion de Cecropia obtusifolia (estados en color rosa) en Ia

Republica mexicana.

En nuestro pais se utiliza principalmente para el tratamiento de la diabetes.
Comao remedio a este padecimiento, se emplean las hojas secas las cuales son
hervidas en agua, y posteriormente se filtran y se toman como agua de uso. La
infusién fria es consumida durante todo el dia o cuando la gente tiene sed
(Andrade-Cetto y Heinrich, 2005). Ya en el siglo XX, Maximino Martinez la
indica como antidiabético, diurético, para padecimientos hepaticos, asma,
corea, obesidad y verrugas (Andrade-Cetto y Wiedenfeld, 2001).

El efecto hipoglucemiante del extracto acuoso de C. obtusifolia fue
demostrado en ratones diabéticos (Pérez ef al., 1984), en ratas hiperglicémicas
(Roman-Ramos et al, 1991) y en ratas diabéticas estreptozotonizadas
(Andrade-Cetto ef al., 2000). También se ha demostrado experimentalmente
que es hipolipémica e hipotensora en animales pancreatectomizados y con
pancreatectomia y duodenoctomia, lo que valida algunos de sus usos (Argueta,
1994). Estudios realizados con el extracto de C. obtusifolia han mostrado que
presenta una baja toxicidad en ratas y ratones (Pérez ef af., 2001).




Por lo que se refiere a la fitoquimica de C. obfusifolia, Andrade-Cetto y
Wiedenfeld (2001} han aislado (del extracto butanélico) isorientina y acido
clorogénico, los cuales son de gran importancia ya que estan involucrados en
el efecto hipoglucemiante. Ademas, se han aislado e identificado el
estigmasterol y tres compuestos (dos de ellos isémeros): 4- etil -5-(n-3-valeroil)-
6-hexahidrocumarina, y e 1-(2 —metil-1-nonen—8-il}-aziridina. Del extracto
hexanico de la planta (en las hojas) se ha caracterizado el beta-sitosteral
{Argueta, 1994).

En 1998 Alarcon y colaboradores reportaron que en México se utilizan
cerca de 150 plantas con acciéon hipoglucemiante. Posteriormente Andrade-
Cetto y Heinrich, en el 2005 estimaron que son cerca de 500 especies de
plantas las utilizadas de manera tradicional en México para el tratamiento de la

diabetes mellitus tipo 2.
La diabetes

Islas y Revilla (2004) definen a la diabetes mellitus como “una enfermedad
determinada genéticamente en la que el sujeto que la padece sufre
alteraciones del metabolismo de los carbohidratos, las grasas y las proteinas,
junto con una deficiencia relativa o absoluta en la secrecion de insulina y con

grados variables de resistencia a ésta”,

La diabetes puede definirse como un sindrome, ya que comprende un grupo
heterogéneo de padecimientos. En esta enfermedad, el organismo no produce
insulina o no la produce en la cantidad necesaria. La insulina es una hormona
(mensajero quimico) segregada por el pancreas gue controla la concentracién
en sangre de la glucosa, compuesto necesario como complejo energético en
numerosas reacciones quimicas. En una persona sana, la digestién de los
alimentos aumenta ia concentracién de glucosa en sangre, lo cual estimula a
las células B de los islotes pancreaticos a secretar la hormona insulina, que
promueve la entrada de glucosa en diferentes tipos de células del organismo,
dencminadas células blanco (Fig. 3). Dentro de las células, la glucosa se
aprovecha inmediatamente o bien se almacena, principalmente en el higado,
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en los musculos v en el tejido graso. Al entrar
la glucosa en las células, su concentracion en
la sangre disminuye, y cesa por tanto el
estimulo que inicié la liberacién de insulina. En
una persona con diabetes mellitus, existe un
desequilibrio en los mecanismos que controlan

Fancreas !(
i

los niveles de glucosa en la sangre. Este
defecto puede deberse a la falta total de
insulina o bien, a que los tejidos que

Celois e
Calda b -
Cetuta b ap

normalmente responden a la insulina dejan de

Sslote

naaceitnn

- hacerlo, es decir, se vuelven resistentes (Hiriart
Fig. 3 Esquema del pancreas e

istote pancreatico (tomado de y Vidaltamayo, 2002).
Ciencia, 2002)

Aspectos historicos de la diabetes

La diabetes meillitus es una enfermedad que ha estado presente desde
tiempos muy antiguos. En 1862 George Ebers descubrié en Egipto un papiro,
escrito aproximadamente en el afioc 1,550 a.C., en el cual se describe una
enfermedad que se caracteriza por la abundante emision de orina y
recomienda para su tratamiento el uso de extractos de plantas (Figuerola,
1990). Posteriormente, el griego Areteus de Capadocia (30 a 80 d. C.) le dio el
nombre de diabetes, que significa sifon. Se refirid a esta patologia como una
fusion de la carne y los miembros en la orina (Cahill, 1990). En el siglo Il
Galeno sefialé a los rifones como origen del trastorno, y que consistia en una
excrecion anormal de fluidos (Rodriguez, 2002).

La medicina arabe no fue ajena a las observaciones sobre la diabetes, asi,
describieron la polidipsia, la poliuria y la polifagia como los sintomas mas
importantes (Rodriguez, 2002). En la India (siglo V1), se reconocid la dulzura de
la orina como senal de la enfermedad, caracteristica que se incorporé a su
nombre, pues el adjetivo mellitus viene del griego y significa de miel. No fue
sino hasta la segunda mitad del siglo XIX cuando se avanzé en el estudio sobre
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el pancreas y la insulina, lo que permiti6 empezar a entender la diabetes
(Hiriart, 2002).

En el siglo XIX investigadores como Langerhans (1847-1888) y Minkowski
(1858-1931) pusieron atencién a los islotes pancreaticos y a su posible papel
en el origen de la diabetes mellitus. Asi, comprobaron que la extirpacion del
pancreas en perros inducia diabetes. En 1921 los trabajos de Banting y Best
culminaron con el aislamiento de un extracto pancre4tico que denominaron
isletina y que mostré ser eficaz para evitar la muerte en perros
pancreatectomizados (Rodriguez, 2002).

Desde inicios del siglo XX empezaron a encontrarse evidencias de que
algunos farmacos administrados por via oral son capaces de reducir los niveles
de glucosa. A partir del empleo de las biguanidas en 1926 y el posterior
descubrimiento de los efectos hipoglucemiantes de algunas sulfamidas en
1944, hasta la actualidad, se han desarrollado distintos tipos de tratamientos
antidiabéticos que han permitido ampliar notablemente las opciones de
tratamiento en los diabéticos tipo 2 (Rodriguez, 2002).

No fue sino hasta fines del siglo XiX y durante el XX cuando se preciso la
patologia de la diabetes, y los laboratorios occidentales desarrollaron multiples
terapias (Barba de Pifia, 2002). Es por elio que en México todos los remedios
botdnicos referentes a esta enfermedad son de reciente aparicion (Andrade-
Cetto, 1895). A pesar de que en México no se ha encontrado alguna referencia
directa de la enfermedad en escritos antiguos, se cree que los sintomas de la
enfermedad si eran conocidos por las civilizaciones antiguas, quienes
reconocian como tales al aumento en el nUmero de orinas al dia, la sed y el
hambre constante (Aguilar y Xolalpa, 2002).

Posteriormente el dulzor en la orina Y. por consiguiente en la sangre, se
convirtié en la caracteristica del padecimiento y la base para la identificacion de
muchas de las plantas que fueron utilizadas para su atencién. Asi, la poblacién
mexicana empezé el proceso ge ensayo de innumerables plantas para el
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tratamiento, y descubrié algunas variantes que han resultado eficaces en el
tratamiento popular de la diabetes (Aguilar y Xolalpa, 2002).

Para el primer tercid del siglo XX, el profesor Maximino Martinez, en su libro
plantas medicinales de México, cita para la diabetes las plantas de cuajilote,
damiana, eucalipto, matarique y tronadora. A mediados de siglo, el doctor Luis
G. Cabrera recomienda ademas el aguacate. Poco a poco van aumentando las
investigaciones cientificas de las plantas mexicanas hipoglucemiantes, y el
Instituto Nacional Indigenista cita muchas mas: Acrocomia mexicana (cocoyol);
Allium sativum (ajo); Brickellia {prodigiosa); Capraria biflora (claudiosa o lengua
de gallina), Cecropia obtusifolia (guarumbo); Coix lachryma-Jobiria gaumeri
(elemuy); Larea tridentata (gobernadora); Malmea depressa (nazareno prieto) y

Tecoma stans (tronadora) (Barba de Pifia, 2002).

En los afios 70’s a partir del registro etnobotanico del nopal (Opuntia sp.),
con el trabajo de Ibafez (1978), en el Instituto Mexicano para el Estudio de las
Plantas Medicinales, se le da un nuevo impulso al estudio de las plantas con
accion hipoglucemiante. La dltima década del siglo XX ofrece los trabajos
farmacolégicos de Roman y colaboradores (1992), Alarcén y su grupo (1993) y
Andrade-Cetto y colaboradores (2000) y en el aspecto de nuevos registros
etnobotanicos de especies de accién hipoglucemiante se tiene el de Aguitar y
colaboradores (1994) (Aguilar y Xolalpa, 2002).

En 1995 la Organizacién Mundial de la Salud (WHQ) calculé que habia 135
millones de diabéticos en el mundo y que este nimero podria duplicarse para
el 2025 (L6pez y Lopez, 1998). Los 10 paises con mayor nimero de personas
con diabetes mellitus (DM) son Ia India (3.7 millones), China (20.7 millones),
Estados Unidos de América (17.7 millones), Indonesia (8.4), Japén (6.7
millones), Pakistan (4.3 millones), Federacion Rusa (4.5 millones), Brasil (4.5
millones, italia (4.2 millones) y Bangla Desh (3.1millones) (WHO, 2005).
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Clasificacion de la diabetes

En 1979, el National Diabetes Data Group (NDDG), de los institutos
nacionales de salud en Estados Unidos, publicé la clasificacion de la diabetes
mellitus. Posteriormente en mayo de 1995 la Asociacién estadounidense de
Diabetes efectué cambios en el diagnéstico y clasificacion de esta enfermedad,
donde se distinguieron 4 tipos diferentes: 1) diabetes tipo 1 (destruccion de
células betas); 2) diabetes tipo 2 (puede caracterizarse desde
predominantemente resistencia a la insulina con deficiencia relativa de insulina
a un defecto secretor con resistencia a la insulina); 3) otros tipos especificos
{relacionados a trastornos en el metabolismo de la glucosa) y 4) diabetes
gestacional (aparece en 2% a 5% de las mujeres embarazadas durante el
tercer trimestre de embarazo pero desaparece al término del embarazo) (Islas y
Revilla, 2004; WHO, 1999).

La nueva clasificacién contiene etapas que reflejan los diversos grados de
hiperglucemia en individuos con alguno de los procesos de la enfermedad que
pueden provocar la diabetes meliitus. Todas las personas con diabetes
mellitus pueden ser clasificados de acuerdo con su etapa clinica, y ésta
clasificacion puede asignarse en todas las circunstancias. La etapa de
glucemia puede cambiar con el tiempo dependiendo de la existencia de los
procesos debidos a la enfermedad (WHO, 1999).

En la diabetes tipo 1, también llamada juvenil, el sistema inmune destruye
las células que secretan la insulina, lo que produce deficiencia de insulina, y
hace necesario que se inyecte esta hormona de manera regular. La diabetes
tipo 2, denominada también Diabetes mellitus no Insulinodependiente (DMNI),
es el tipo de diabetes mas frecuente, de hecho, el 90% de las personas
diabéticas tienen este tipo de enfermedad. Aparece en edades superiores a 35-
40 afios y afecta con mayor frecuencia a individuos obesos. Lo que sucede en
este tipo de diabetes es que, las células del higado, del tejido graso y de los
musculos, entre otros, dejan de responder apropiadamente a la insulina (debido
a ia disminucion o al mal funcionamiento de los receptores de insulina en las
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celulas blanco), lo cual se conoce como resistencia a la insulina. Esto ocasiona
que el nivel de glucosa en la sangre permanezca siempre alto, estimulando a
las células beta a secretar insulina incesantemente, hasta que estas células
dejan de producirla en cantidades suficientes (Hiriart, 2002). El efecto
resultante es una incapacidad para Ia biotransformacién normal de la glucosa y
un aumento en su produccién por parte del higado, lo que produce una
elevacion de los niveles de glucosa en sangre (Rodriguez, 2002).

La diabetes tipo 2 es también una enfermedad hereditaria, pero a diferencia
de la diabetes tipo 1, los factores genéticos son de mayor peso que los
ambientales, ya que, se ha visto que la tendencia familiar llega a ser del 60 al
90 % (Guilién, 2002).

Segun resultados de la Encuesta Nacional de Salud realizada en el 2000, ef
papel de la genética en el desarrollo de la diabetes es de gran importancia, lo
que sugiere que los mexicanos tenemos una alta predisposicién genética a
padecer esta enfermedad. También esta encuesta mostro que la proporcién de
sujetos con diabetes mellitus es de dos a cinco veces mas elevada en ios
grupos de personas con antecedentes familiares de diabetes que en ios grupos
que no presentan esa caracteristica (Hernandez y Olaiz, 2002).

No queda duda que los factores genéticos son muy importantes para el
desarrolic de la diabetes mellitus tipo 2. Sin embargo, existen varios factores
ambientales que pueden desencadenar la diabetes mellitus en sujetos con o
sin predisposicién genética.

Para que la diabetes se desarrolle en un individuo deben cumplirse dos
condiciones: 1) existir predisposicién genética, ¥ 2) haber exposicion a distintos
factores ambientales, tales como: la edad, los embarazos continuos, &l empleo
de ciertos medicamentos o la ingestion fuerte de grasas (Tusié, 2002), asi
como a la hipertensién (Mas de 140/90 mm de mercurio —Hg- o dislipidemia), la
obesidad (Peso mayor al 120% del peso recomendable -cierto para
aproximadamente el 90% de los pacientes con diabetes tipo 2-) y el
sedentarismo (Votey y Peters, 2005).

17




Uno de ios problemas en el estudio de la genética de la diabetes es que en
la mayoria de los pacientes y las familias afectadas, el padecimiento es
resultado de la alteracién de mililtiples genes, y s6lo en algunas formas poco
frecuentes, como la llamada “diabetes juvenit tipo adulto”, la diabetes se debe a

ia alteracion de un Unico gen.

Al tratarse de una enfermedad multifactorial, los genes que participan en el
desarrolio de la misma (los llamados diabetogenes) tienen efecto parcial, es
decir, ninguno de ellos por si solo es suficiente para que la diabetes se
desarrolle; por tanto la accién o la no funcién de ciertos genes podria
predominar, siendo su efecto mas importante que el de ofros. Pero, sélo la
suma estos defectos, en ciertas combinaciones, dan ia susceptibilidad
genética, lo que determinara el desarrollo de la enfermedad, siempre y cuando
existan los factores de riesgo (ambientales) que promuevan su expresion
(Tusié, 2002).

La diabetes tiene una importancia socioeconémica enorme, ya que se trata
de un padecimiento crénico e incurable. Los pacientes pueden desarrollar una
variedad de complicaciones que los incapacitah permanentemente, como
ceguera o0 amputacion de miembros, insuficiencia renal crénica provocando
esta ultima, la muerte (Tusié, 2002).

La diabetes mellitus representa la principal demanda de atencién médica ¥
una de ias causas mas importantes de hospitalizacién en México. Solamente
en el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) se registran cada afio cerca
de 180 mil nuevos casos y se otorgan mas de 5 millones de consultas
relacionadas a esta enfermedad (Hernandez y Olaiz, 2002).

Los casos de diabetes mellitus en la poblacién mexicana han aumentado
mas de treinta veces durante los Ultimos 50 afios. En 1955 por ejemplo, se
registraron 1500 muertes por esta enfermedad, y en el 2000, mas de 47 mil
(Hernandez y Olaiz, 2002).
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Frecuentemente la diabetes pasa desapercibida debido a que sus sintomas
aparentan ser inofensivos, o en ocasiones estos no se presentan (Tabla 2).
Muchos pacientes con diabetes tipo 2 son asintomaticos, y su padecimiento
permanece sin diagnosticar por varios arios. Diversos estudios sugieren que los
pacientes a los que se les acaba de diagnosticar diabetes tipo 2 ya han
padecido esta enfermedad desde hace al menos entre 4 y 7 afios {en
promedio) antes de que se les detectara (Votey y Peters, 2005). Nuevos
estudios indican que la deteccion temprana de los sintomas de la diabetes y su
tratamiento pueden disminuir la posibilidad de desarrollar las complicaciones de
ta diabetes (A.D.A., 2004).

Usualmente antes de que se diagnostique como tal a la diabetes meliitus,
los pacientes presentan el llamado sindrome metabdlico (SM). Chavez y
colaboradores (2004) definen este sindrome como “una enfermedad que
engloba a distintas entidades que comparten como eje fisiopatolégico la
obesidad y la resistencia a la insulina”. También es caracteristico del SM la
presencia de lipoproteinas de baja densidad (LDL) pequefias y densas, y el
incremento en las concentraciones de acido drico. La gran trascendencia del
sindrome metabélico radica en que las personas que lo padecen presentan un
riesgo elevado de sufrir enfermedades cardiovasculares y diabetes (Acosta y
Escalona, 2005). Cuando la diabetes ya es diagnosticada, los pacientes

pueden presentar diversos sintomas (Tabla 2).

Tabla 2. Sintomas de la diabetes tipo 2. Los 4 primeros son los mas

caracteristicos.

» Poliuria: orina frecuente, y en grandes cantidades.
> Polidipsia: sed excesiva.

» Polifagia: hambre excesiva a toda hora.

» Sensacion de cansancio.

Cambios repentinos en la visién, o vision borrosa.
Nauseas y vémitos.

Infecciones frecuentes, generalmente en las encias u orina.
Hormigueo, entumecimiento en manos y pies.

Picazon en la piel y genitales.
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Por lo dicho anteriormente, es indispensable realizar investigaciones que
ayuden a entender y controlar mejor esta enfermedad, ya que, se estima que
en la actualidad existen 100 millones de personas en el mundo que padecen
diabetes, y se calcula que por cada persona que se sabe diabética existe otra
que la padece y que no lo sabe (Tusié, 2002).

Induccion de aberraciones cromosémicas por agentes quimicos

y fisicos.

Las aberraciones cromosémicas son modificaciones que dan lugar a
variaciones en el numero de cromosomas concretos asi como a
reordenamientos del material genético dentro o entre cromosomas (Kiug vy
Cummings, 1999). Las aberraciones cromosémicas pueden producirse de
manera espontanea, o bien, ser inducidas por agentes fisicos o quimicos.

Entre los agentes quimicos se encuentran los siguientes (Miller y Therman,
2001):

* Antibidticos/ citostaticos (Bleomicina).

» Oxipurinas metiladas (Cafeina, teobromina, teofilina).

* Agentes alquilantes (Mostazas nitrogenadas y de azufre, metil y et
metanosulfonato, nitrosoguanidina).

¢ Agentes intercalantes (Profavina, naranja de acridina, mostaza de
quinacrina, rojo neutro).

* Analogos de purinas y pirimidinas (2-aminopurina, 5-bromouraciio).

*» Disolventes organicos industriales (Benceno, tolueno, tiner).

« Compuestos nitrosados (Acido nitroso).

¢ Metales (Arsénico, cromo).

+» Aminas aromaticas.

Los agentes fisicos son las radiaciones ya sean radiaciones ionizantes (rayos
X, radiacién alfa) o radiaciones no ionizantes (radiacién ultravioleta).
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El estudio de las aberraciones cromosdmicas inducidas por agentes fisicos
¥ quimicos tiene un significado biolégico importante, ya que: 1) constituye un
indicador de exposicion a agentes genotéxicos y mutagenos, los cuales
pueden estar presentes en el ambiente o bien puede tratarse de una exposicion
ocupacional o médica (Solans y Hernandez, 1994). También, en enfermedades
congénitas que ademas implican la predisposicién a ciertos tipos de cancer,
como son el Sindrome de Bloom, la ataxia telangectasia y la anemia de
Fanconi, se ha observado una mayor frecuencia de formacidn de aberraciones
cromosdmicas espontaneas asi como una hipersensibilidad al efecto de los
agentes clastogenicos (Russell, 1998).

Estos estudios se llevan a cabo utilizando sistemas biologicos de prueba,
los cuales tienen el propésito de evaiuar los efectos producidos por agentes
fisicos y quimicos en organismos de bioensayo. Las caracteristicas que debe
tener todo sistema de prueba son de forma general la sensibilidad y su
reproducibilidad. La sensibilidad se refiere a la capacidad del sistema para
detectar con facilidad y precisién estadistica un pequefio efecto mutagénico
inducido. La reproducibilidad implica la similitud de respuesta de un sistema en

y entre iaboratorios.

Los diferentes sistemas de prueba deben detectar todo tipo de mutaciones,
aunque no necesariamente de manera simultanea. Estas mutaciones son: 1)
las mutaciones génicas; 2) las alteraciones en la integridad del DNA; 3) los
cambios en la segregacion cromosémica y 4) los cambios en la integridad
cromosomica o estructural. Aunque en la actualidad existen mas de 150
sistemas de prueba, solamente se emplean unos pocos para evaluar agentes
quimicos ambientales. Entre los mas utilizados estan:

1) Prueba microsomal. Tecnologia in vitro que permite la activacion de

promutagenos en presencia de organismos indicadores (como Salmonelia).

2) Ensayo de micronicleos. Los fragmentos cromosémicos o cromosomas

con centromero inactivado no se incorporan a las células hijas.
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3) Prueba del locus especifico. Método para detectar y medir las

proporciones de mutacidon en un focus recesivo.

4) Dario al DNA. Detecta rompimientos en una hebra, ligamientos cruzados

inter o intrabanda, y otros.
5) Reparacion del DNA. Rastrea la reparacion del DNA.
6) Inhibicion def DNA. Detecta la inhibicién en la sintesis del DNA.

7) Recombinacién mitética. Pérdida de la heterocigosis y recombinacién

intragénica.

8) Analisis cifogenético. Células o flineas celulares en cultivo para

determinar aberraciones cromosémicas.

9) Intercambio de crométidas hermanas. Detecta el intercambio de DNA en

cromosomas en metafase entre los productos de réplica en foci homélogos.

10) Prueba de letales dominantes. Mide los cambios genéticos inducidos de
manera dominante, que matan al cigoto. En mamiferos, la reduccién en el
tamano de la camada, midiendo y contando el numero de implantes que

sobreviven (Rodriguez-Arnaiz, 1995).

Ensayo de Micronicleos

En citogenética humana, el ensayo de genotoxicidad mas empleado es el

ensayo de micronuicleos (MN).

Durante los afios 1930 y 1940 un namero de citogenetistas pioneros
escribieron la ocurrencia de micronlcleos en diversas muestras con
Xposicién a radiacién X (ocuparon neuroblastos de saltamontes y meristemos
icales de cebolla). Esta induccién de dafio cromosémico seguido de la
xposicion a radiacion ionizante fue un tépico interesante para los genetistas y
itogenetistas desde la demostracion de efectos mutagénicos por radiacién en
rosophila melanogaster y Zea mays. Fue desde entonces que el estudio de
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mutagenesis y genotoxicidad por medio del ensayo de microntcleos empezo a
cobrar importancia. Rieger en 1968 definio el término de microntcleo como un
nicleo separado y adicional al niclec de la célula, producido durante la
telofase de la mitosis o meiosis por un rezago cromosémico o por un fragmento
cromosomico derivado espontaneamente o inducido experimentalmente
(Evans, 1997).

El ensayo de micronicleos (MN) en cultivo de linfocitos de sangre
periférica permite detectar aberraciones cromosémicas y también permite
detectar tanto agentes clastogénicos (que rompen cromosomas), asi como
aneuploidogénicos (que afectan el huso mitdtico) {Eastmond y Tucker, 1989).

La formacién de microntcleos se da por la condensacién de fragmentos
de cromosomas acéntricos o por cromosomas completos, los cuales tuvieron
un rezago durante la etapa de anafase y por consecuencia son excluidos del
reparto cromosdmico en las células hijas, y forman pequefios nucleos o
micronticleos (Ramirez y Cuenca, 2000) (Fig. 4).

Este método es aplicable a varios tipos celulares por lo que se han
realizado diversos estudios sobre de la frecuencia de micronticleos en
poblaciones humanas que han estado expuestas a radiacién ionizante,
pesticidas y compuestos quimicos industriales, entre otros (Fenech, 2005).

ICitucalacina B I

~

a) b) <)
Fig. 4 Mecanismos de formacion de microniicleos en células binucleadas {por la adicion de la

citocalasina B): a) Célula mononucleada; b) Anafase con un fragmento acéntrico y un cromosoma
entero que no se incorporaron a los polos y ¢) Célula binucleada con dos microniicieos.
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Las ventajas de utilizar este tipo de ensayo son, entre otras, que es
sencillo, rapido, reproducible, capaz de estimar el rezago mitético, apoptosis y
ademas se pueden obtener un gran namero de células. La desventaja de éste,
es que no puede detectar todas las aberraciones cromosémicas estructurales

(sdlo fragmentos acéntricos).

Un importante paso en el desarrollo y perfeccionamiento del ensayo de
micronucleos fue el reconocimiento de que éste, puede dar datos confiables si
se escogen MN que estén en células que hayan completado una divisién
nuclear por medio del bloqueo de la citocinesis usando citocalasina B, la cual
detiene la divisién del citoplasma (o citocinesis) sin inhibicién de la division
nuclear, lo que permite a tales células ser reconocidas como células
binucleadas (Fenech et al.,, 1999). La citocalasina B (a una concentracién de
3.0 microgramos/ml) por si sola no interviene en la produccion de MN, lo que
valida su uso en este ensayo (Fenech y Morley, 1985).

Este método de bloqueo de la citocinesis con citocalasina B fue
desarroliade por Fenech y Morley en 1985 y al ser combinado con el ensayo
de microntcleos en células en interfase, constituye una excelente herramienta
para detectar aberraciones cromosémicas tanto en células en division como en
no divisién (Kirsch-Volders, 1997).

Criterios utilizados para el registro de células con microntcleos.

1. Deben ser células binucleadas (se vuelven binucleadas al agregar
citocalasina B).

2. Los dos nucleos de la célula binucleada tienen gue tener su membrana
nuclear intacta y ademas éstos tienen que encontrarse dentro del
citoplasma de la célula.

3. Los dos nGcleos de la célula binucleada tienen que tener
aproximadamente el mismo volumen y tamafio.

4. Los dos nucleos pueden estar unidos por un fino puente de
nucleoplasma, pero éste no debe ser mas ancho que una cuarta parte

del diametro del nlcleo.
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5. La membrana que rodea al citoplasma debe verse intacta, es decir, que
se distinga a la célula como una unidad (Fig. 5 y 6) (Fenech ef al.,
2002).

13)

O

Fig. 5 Fotografias de células binucleadas (af) {Tomado de Fenech,
1999).

Las células mononucleadas con micronticieos pueden ser consideradas
en el registro de microniicleos, ya que indican dafio en el DNA que estaba
presente en las células antes de que ellas fueran expuestas al tratamiento,
mientras que células binucleadas pueden contener también MN pre-existentes
asi como MN expresados durante el tiempo de cultivo como resultado de
rompimientos cromosémicos acumulados durante la fase Go in vivo. Ei conteo
de MN en células mononucleadas y en céiulas binucleadas puede asegurar
que todos los eventos de dafio al DNA expresados como MN sean registrados
{Fenech et al., 1999).

Criterios para analizar los microniicleos
1. Los micronicleos son morfolagicamente mas pequeiios que el nicleo.
2. El diametro del micronicleo en linfocitos humanos usualmente varia

entre 1/6 y 1/3 de la media del diametro de! nicieo.
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3. Los micronlcleos tienen que ser redondos u ovalados de preferencia.

4. Los micronicleos no deben estar unidos a los nicleos de la célula
binucleada.

5. Usualmente los micronticleos estan mas intensamente teflidos que los
nucleos (Fenech et al., 2002).
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Fig. 6 Fotografias de céluias binucleadas tipicas con 1, 2, 3 y 6 microndcleos (a-d); {e)
micronticlec que forma un puente entre ambos niicleos (Tomado de Fenech, 1999).

El presente trabajo forma parte de un proyecto de investigacion gue se
lleva a cabo en el laboratorio de Genética de la Facultad de Ciencias de ia
UNAM, vy tiene como propdsito contribuir a las investigaciones realizadas

con plantas medicinales en el tfratamiento de la diabetes meillitus.
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JUSTIFICACION

El mundo recibe al siglo XXi con una enfermedad que aigunos ya catalogan
como una epidemia: la diabetes mellitus. Esta enfermedad se puede definir
como un conjunto de padecimientos caracterizados por altos niveles de glucosa

en sangre.

Es una enfermedad tan comin en nuestro pais, que practicamente todos
tenemos un familiar, amigo o conocido que la padece. Por tanto, es natural gue
la pobiacion mexicana busque algunas opciones terapéuticas (ademas de la
atencién médica) que puedan ayudar a controlar los sintomas de la diabetes y

que ademas, disminuyan los efectos secundarios.

Es aqui donde entra a escena la herbolaria (la ciencia y arte de las plantas
medicinales), que se ha convertido en una de las opciones que los pacientes
han tomado para tratar su enfermedad. Esta medicina tradicional representa
un recurso de gran importancia en nuestro pais, debido a que se cuenta con
una gran variedad de plantas medicinales, de las cuales se han realizado
varios estudios fitoquimicos para encontrar sus posibles principios activos.

Es asi como surge la etnofarmacologia definida como la observacion,
identificacion, descripcion e investigaciéon experimental de los efectos de las
drogas utilizadas en la medicina tradicional (Schultes, 1991). Tiene como
principal objetivo, el rescatar, a través de la documentacion, ésta herencia
cultural antes de que se pierda.

Por esto, el presente trabajo tiene como proposito contribuir a las
investigaciones realizadas con plantas medicinales como opcién terapéutica en
la enfermedad de la diabetes mellitus; mediante el estudio genotéxico inducido
por el extracto de Cecropia obtusifolia, planta medicinal empleada para este
padecimiento, y en fa que se ha demostrado experimenialmente su accién
hipogtucemiante, hipolipémica e hipotensora en animales de laboratorio.




Para determinar el efecto genotdxico de una sustancia, uno de los ensayos
mas utilizados en citogenética humana es el ensayo de micronucleos (MN) en
cultivos de linfocitos de sangre periférica, que permite detectar dos tipos de
eventos genéticos: los rompimientos cromosémicos y las que afectan el huso

mitotico.

Este ensayo se ha realizado en poblaciones humanas que han estado
expuestas a radiacion ionizante, pesticidas, compuestos quimicos industriales;
y también se ha utilizado para evaluar otros mutdgencs ambientales.

Las ventajas de utilizar este tipo de ensayo son, entre otras, que es sencillo,
rapido, reproducible, capaz de estimar el rezago mitdtico y la apoptosis;
ademas de que se puede obtener un gran nimero de células. La desventaja,
€s gue no puede detectar todas ias aberraciones cromosémicas estructurales
(s6lo fragmentos acéntricos).

Los resultados de este trabajo permitiran evaluar la pertinencia o no de este
tratamiento para el control de la diabetes mellitus tipo 2.




HIPOTESIS

El extracto de Cecropia obtusifolia administrado a pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 no tiene un efecto genotéxico monitoreado por el aumento en la

frecuencia de micronucleos.

El extracto de C. obtusifolia administrado a pacientes con diabetes meilitus tipo
2 no tiene un efecto citostatico monitoreado por el incremento en el indice de

proliferacion de la citocinesis blogueada.
OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto genotoxico y citostatico del extracto de Cecropia
obtusifolia en pacientes con diabetes mellitus tipo 2, por medio del ensayo de

micronlcleos.

Objetivos particulares

1. Determinar si el extracto de Cecropia obtusifolia tiene efecto genotdxico
en los linfocitos de los pacientes a los que se les suministro.

2. Determinar si el extracto de Cecropia obtusifolia tiene efecto citostatico
en los linfocitos de los pacientes a ios que se les suministré.

3. Con base en los resultados derivados de los dos objetivos anteriores,
determinar si el extracto de Cecropia obtusifolia puede ser considerado
como un buen candidato para ser usado como fitomedicamento.

MATERIALES Y METODOS

Grupos de estudio:

* Pacientes con diabetes meliitus tipo 2 que estén bajo tratamiento con el
extracto de Cecropia obtusifolia, provenientes del Centro Médico Nacional
Siglo XXI.

o Los pacientes toman 13.5g diarios de C. obtusifolia (en forma de té).
Cada paciente empezo el tratamiento de forma independiente, por lo que
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el tiempo que habian estado tomando el extracto antes de la primera
muestra varia de paciente a paciente desde 0 dias hasta 145 dias (Tabia
3).
* Muestra control de pacientes con diabetes mellitus tipo 2 que no estén bajo
tratamiento con Cecropia obtusifolia (Tabla 4).
* Muestra control de personas sanas (Tabla 4).

Tabla 3.. Grupo de estudio: 7 pacientes con diabetes mellitus tipo 2.
Paciente | Edad Sexo Fecha Fecha

inicio tratamiento primera
muestra
LMM 58 | Femenino 19-09-03 28-11-03
RSS 49 | Masculino 19-09-03 28-11-03
LQH 48 | Masculino 31-10-03 28-11-03
RLR 42 | Femenino 24-10-03 20-01-04
AHM 58 | Femenino 12-09-03 20-01-04
GLA 58 | Femenino 24-10-03 20-01-04
RRC 56 | Masculino 02-02-04 02-02-04

Tabla 4. Grupo control: 6 pacientes diabéticos y 2 personas sanas, todos sin
tratamiento de C. obtusifolia.

Paciente Edad Sexo
CONTROLES DIABETICOS
Rl 74 Masculino
EPN 70 Femenino
All 63 Masculino
NLR 58 Femenino
OBR 48 Masculino
ABM 41 Masculino
CONTROLES SANOS
CEIA 22 Masculino
VMT 23 Femenino
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Obtencion de la muestra

Las muestras fueron de sangre periférica las cuales se obtuvieron por
venopuncion y se utilizé como anticoagulante heparina de 1000 unidades. Las
muestras fueron rotuladas y posteriormente procesadas para la prueba de

micronucleos.

Procesamiento de las muestras

Las muestras se separaron por el
método de “obtencion de las fracciones
sanguineas” con el fin de obtener Ia
%PL&SM.-\ -y .

fraccion de células nucleadas. Todas las
i a 1500 rpm
PLAGUETAS muestras se centrifugaron p

e RETICULOCITOS b

obtuvieron tres capas principales (Fig.
7). La capa leucocitica se aspir6 con
9“0““‘3”0105 cuidade por medio de una pipeta

Pasteur estéril.

Fig. 7 Obtencion de las fracciones sanguineas
por centrifugacion de sangre anti-coagulada
(Tomado de Moran, 2001).

TECNICA DE MICRONUCLEOS

Siembra:

(1) Se limpié el area de trabajo (campana de flujo laminar) con alcohol.

(2) Se sembraron dos tubos por paciente. A uno de elios, que fungira como
control positivo se le agregdé mitomicina C (MMC)* a una concentracion
80ng.

(3) El otro tubo se procesé sin el mutageno. Se utilizaron tubos de plastico
estériles de 10 mi de capacidad con fondo cénico en los cuales se agregé
5 ml de medio McCoy 5A Gibco (suplementado con 2.5ml de
fitohemaglutinina Gibco y 1ml de antibidtico penicilina-estreptomicina
Gibco para 100 ml de medio).

{4) Al medio de cultivo se adicionaron los leucocitos que se obtuvieron de la

centrifugacion.
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(5) Posteriormente se taparon los tubos y se resuspendieron. Los cultivos
se incubaron a 37°C.

(6) Alas 24 hrs. después de la siembra, se adicioné 0.2 mi de Mitomicina
C, Sigma [80 ng] (a un tubo de cada paciente) y se incubd a 37° C.

(7) A las 44hrs se adiciond a todos los cultives 0.3 mi de citocalasina B,
Sigma [3mg/ml).

(8) Alas 72 hrs. se procedi6 a a realizar la cosecha de todos los cultivos.

Cosecha:

(1) Se sacaron los cultivos de la incubadora y se centrifugaron a 1500 rpm
par 10 min.

(2) Se descarté el sobrenadante y se resuspendié el botén celular.

(3) Se agregd solucién hipotonica fria (4 °C) por 5 minutos.

(4) Posteriormente se centrifugd a 1500 rpm por 10 minutos.

(5) Se descart6 el sobrenadante y se resuspendié el botén celular en 1ml
de fijador a 4°C (metanol, Merck y acido acético glacial, Merck. 3:1).

(6} Se centrifugé a 500 rpm.

(7) ~ Se descarté el sobrenadante y se resuspendio el botén celular en pocas

gotas de fijador.

Preparacién de laminillas: con ayuda de una pipeta Pasteur, se
resuspendié el botén celular y se goteo la suspensién celular en un
portaobjetos limpio y seco, se dej6 secar al aire, y se tin6 con Giemsa (Merck)
por 3 minutos. Finalmente las preparacicnes se analizaron en un microscopio
optico marca Nikon con objetivo 40 X. En la Fig. 8 se muestra un diagrama

con la metodologia empleada.

* La mitomicina C que se extrae de Streptomyces caesipitosus tiene propiedades de
antibidtico y de agente antitumoral. Se emplea en el tratamiento de
adenocarcinomas, leucemia mielocitica crénica y en la enfermedad de Hodgkin. Este
antibidtico requiere ser metabolizado, y el producto electrofilico actia como agente
alquilante monofuncional o bifuncional, por lo tanto se une covalentemente al DNA
produciendo ligamientos cruzados intra e interbanda, especialmente en el O° de la

guanina,
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P!

incubar a
37=C

L
@ o/ ®
. 'E Y -

Mhes despus de la siembre, s A las 44 se adciona 7

adiciona 0.2 mi de Mitomicina C (a bodos bos tubos 0.3 mi heubar hasta

tn tubo de cada paciente) v se de Ctocdlasing 8 completar T2iws

COSECHA
j‘ T Hiotinica frig
f ; 2 % por S minutos
'0 ! ,; T
@ S oam ol @
R 3 entnga
centrifugar por deg':fm sobtn Enmdeadr ante centrifugar per descatar el sobrenadante
10 m¥n 3 1500 s 10 min a 1500 pm ¥ TeQUSpender
A
-
Descartar e sobvenadante v I cereat
ﬁ\' @ _% resuspender ol boton celdar en % & % Gl o
POCIS g0t a5 de fiadar. = LGS TS
Zarniteifaa O S
resusnender en 4 mi preparacin de laminllas
de fijador a4'C centrifugar por v tincidn con Glemsa
40 min 2 560 rpm

*  leucoditos oue se obtuvieron de la centrifugadion

Fig.8 Metodologia para realizar el ensayo de microniicleos. A) siembra y B) cosecha.
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Analisis de los resultados

Por cada muestra del paciente se analizaron 2000 célufas binucleadas, para
el registro de microntcleos, (1000 sin MMC y 1000 con MMC).

Se cuantificé el numero de microndcleos (0,1, 2, 3, 4, 5 > 6) por céiula y el
numero de células mononucleadas, binucleadas, trinucleadas y tetranucleadas
presentes en las preparaciones. Esto Ultimo, para obtener el indice de
proliferacion de la citocinesis bloqueada (CBPI); el cual se obtiene con base en

la siguiente formula:

M, +2M, +3M, +4M, +5M,
N

CBFI =
Donde Mi-M; indica el ndmero de células con 1-5 nicleos y N el nimero

total de células analizadas.
Analisis estadistico

Para evaluar la distribucion de los micronicleos en las células
binucleadas se utilizo la prueba de Kruskall Wallis y la Prueba de hipdtesis:
Diferencia entre las proporciones de dos poblaciones (estadistico Z), ambas
con un nivel de significancia de 0.05.

+  Kruskall Wallis
Donde:
n; = el numero de elementos de la muestra j.
12 R/ R; = la suma de rangos de todos los

n{n+1} N elementos en la muestra
K =en nimero de muestras
n = ngnytnz+....ne e numero total de

observaciones en todas las muestras
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+  Prueba de hipdtesis (estadistico 2)

Donde;
Ps= proporcién de la muestra de éxito del
grupo 1
P, = proporcién de la muestra de éxito del
Pi—-P,
I=—+ grupo 2
\I P9 + Pa n, = tamafo de la muestra del grupo 1
LD n,= tamafo de la muestra del grupo 2

q+= proporcién de ia muestra de fracasos
en el grupo 1

2= proporcién de la muestra de fracasos
del grupo 2

Para el indice de proliferacion (CBPI) se utilizo la prueba t de Student con

un nivel de significancia de 0.05.

+ tde Student
Donde:

X=X X4 = valor promedio del grupo 1

T= o \‘ﬁ X = valor promedio del grupo 2
ot op = desviacion estandar de ambos grupos

N¢ = tamario de ia muestra del grupo 1
N = tamafio de la muestra del grupo 2
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RESULTADOS

El ensayo de micronlcleos permite determinar el efecto genotoxico y
citostatico de agentes mutagénicos. Se realizé en linfocitos de sangre periférica
de los tres grupos de estudio. Todas las muestras fueron sometidas a las

mismas condiciones experimentales y analizadas bajo los mismos criterios.

En la tabla 5 se indica el nimero de muestras totales de los pacientes
tratados con Cecropia oblusifolia, asi como el nimero de muestras reales (las
que se tomaron en cuenta para este trabajo). Se observa también el nimero

total de células binucleadas analizadas.

Tabla 5. Grupo de estudio: 7 pacientes con diabetes mellitus tipo 2 que estan
bajo fratamiento de C. obtusifolia, provenientes del Centro Médico Siglo XX1.

Pacientes Ndmero de Namero de Namero de células
muestras totales | muestras reales | binucleadas analizadas
LMM 6 4 8,000
RSS 3 4,626
LQH 6 4 7,000
RLR 5 3 6,000
AHM 4 3 6,000
GLA* 1 1 2,000
RRC 5 1 2,000
TOTAL 31 19 35, 626

Por cada toma se analizaron 1000 células binucleadas con MMC y 1000 sin MMC

En las tablas 6 y 7 se presentan las muestras de los controles diabéticos y
de los controles sanos, en donde también se ve el nimero de células
binucleadas analizadas. En este caso si se pudieron tomar en cuenta todas las
muestras.

34




Tabla 6: Controles diabéticos: 6 pacientes con diabetes mellitus tipo 2 sin

tratamiento.
| Controles d:abeﬂcos#;"“'“em‘jﬁ_" [ Nl_nnero-mmagm,_
muestras binucleadas analizadas
R 2 4,000
bt 2 4,000
A 2 4,000
NLR 2 4,000
DER™ 1 2,000
ABM 1 2,000
ToTaL 10 20,000

* De los pacientes GLA (Tabla 5), OBR y ABM (Tabla 6) se obtuvo una Gnica
muestra debido a que sélo se presentaron una vez a la toma de sangre, es
decir abandonaron el estudio con el tratamiento de C. obtusifolia.

Tabla 7. Controles sanos: un varén de 22 arios y una mujer de 23 afos.

Namero de células hinucleadas
Controles Nimero de muestras
analizadas
CEiA 2 4.000
VMT 2 4,000
TOTAL 4 8,000

Durante el procesamiento de las muestras (por el método de obtencién de
las fracciones sanguineas), se observé que la sangre de tres pacientes (RRC,
RSS y EPN) nc se separaba de manera adecuada, es degir, que no se
obtenian las tres fracciones sanguineas (plasma, capa leucocitica y glébulos
rojos) (Fig. 9), por la que se aumento la velocidad de centrifugacién de 1500 a
2500 rpm y se disminuyd el tiempo de la centrifugacion de 30 a 15 min. En
algunas muestras esta modificacién si ayudd a una buena separacion, sin
embargo, en otras, la separacién seguia siendo incompleta. En este Gitimo
caso lo que se hizo fue tomar con rmucho cuidado la capa leucocitica que se
alcanzaba a observar.
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Es importante mencionar que durante la realizaciéon de la técnica de
microntcleos (en la fase de cosecha), algunas muestras de los pacientes
diabéticos — con y sin tratamiento de C. obtusifolia — presentaron una capa que
al parecer era de grasa, la cual impidié que se pudiera completar la técnica y

por ende no se tomaron en cuenta para este trabajo (Tabla 5).

Fig. 9 A la izquierda, muestra del paciente RRC la cual no se separé de manera
adecuada. A la derecha, muestra del paciente LMM donde puede notarse una

adecuada separacion.

En la figura 10 se muestran imagenes de células que fueron tomadas en
cuenta para el analisis de MN. Dichas células (tanto mono, bi, tri vy
tetranucleadas) cumplieron con los criterios de inclusion mencionados
anteriormente. Se puede apreciar que el citoplasma esta bien conservado y
que los nlcleos y MN se encuentran cerca del centro de la célula y no en los
extremos. Estas imagenes comresponden a los diferentes grupos de estudio y
fueron tomadas con un objetivo de 40X
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Fig. 10 Tipos de células analizadas: A) Célula mononucleada; B), C) y D) célula
binucleada; E) Célula trinucleada y F) célula tetranucleada. En flechas se marcan los

MN y en * el puente nucleoplasmico.

En la tabla 8, se muestran los datos de la distribucion de los microndcleos
en células binucleadas de pacientes con diabetes mellitus fipo 2 tratados in vivo
con C. obtusifolia; la de los controles diabéticos y controles sanos (controles
negativos). También se muestra la frecuencia de células de acuerdo al nimero
de nicleos (mono, tri, tetra v penta}, vy finalmente se muestra el indice de

proliferacion celular de la citocinesis blogqueada (dltima columna).

En dicha tabla se puede observar que existe una variabilidad en la
frecuencia de MN dentro de cada grupo de estudio. Por gjemplo en el grupo de
los pacientes tratados con C. obfusifolia, el paciente AHM presenta una
frecuencia de 85 MN en 3000 células binucleadas analizadas, mientras que en
el paciente RLR la frecuencia es de 24 {con el mismo nimero de células

binucleadas analizadas).
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Con base en los datos de la tabla 8 (columna 8) se obtuvieron diferentes
graficas para mostrar si existen diferencias con respecto a la frecuencia de MN
entre los hombres y mujeres de cada uno de los 3 grupos de estudio. En las
graficas 2 y 3 se puede observar que la frecuencia de MN entre mujeres y
hombres no es estadisticamente significativa. En la grafica 1 ocurre io mismo,
pero en este caso es en el hombre donde la frecuencia de MN es mayor. Por
tanto, se puede establecer que la frecuencia de MN en linfocitos de sangre

periférica es independiente del género.

Grafica 1. Controles sanos

g -
8.8 ] ' S
Mediadela , | / o
frec. de MN ™
: 8.2 ' 7

. Muier Hombre | |
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Analisis estadistico

Debido a la variabilidad dentro de los 3 grupos de estudio, se tuvo que

comprobar que las frecuencias de MN en las muestras de cada paciente eran

sumables entre si, para lo cual se utilizé la prueba estadistica de Kruskall

Walllis, con un nivel de significancia de 0.05.

Kruskall Wallis:

Ho: Hi=lh=U

Hamw 2o —

grupos son idénticas.

al menos un grupo es diferente.

Las distribuciones de microntcleos en los fres

las distribuciones de micronicleos no son idénticas,

Con los datos de la tabla 8 (columna 8) se obtuvieron las medias de la
frecuencia de MN de cada una de las personas de los 3 grupos de estudio: 1)
pacientes tratados con C. obtusifolia, 2) controles diabéticos y 3) controles

sanos. En la tabla 9 se muestran las jerarquias asignadas a estas medias.

Tabla 9. Jerarquias asignadas a las medias de las frecuencias de MN en cada una de

las personas en los grupos de estudio.

X de X de X de
pacientes Jerarquias controles Jerarquias controles Jerarquias
tratados diabéticos sanos
9 6 8 2.5 9 6
7.23 1 13 115 8.5 4
13 115 11 9
8 25 11.5 10
283 15 9
18 135 10
18 13.5
Suma de
. . R+=63 Ry= 47 Rs=10
jerarquias
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A partir de las sumas de las jerarquias de la tabla 9, y utilizando la ecuacion de

Kruskall Wallis se obtuvo:

_ 12 a0y @nt @ g5,
15(15+1)] 2 6 7

H = 1.258

Al consultar la tabla de Ji-cuadrada con 2 grados de libertad (k-1), se encuentra
que [a probabilidad de obtener un valor de H > 1.258 debido solo al azar,
cuando no hay diferencia entre las muestras es menor que Hy = 5.991. Por lo
tanto se acepta la hipotesis nula (Ho): la distribuciéon de micronicleos en las

tres poblaciones es idéntica.

Zona de aceptacion

0.05

0
\ Valor 59917

muestral de
K. 1.258

Fig. 11 Prueba de Kruskall Wallis con una o= 0.05, que muestra la
regién de aceptacion y el estadistico muestral K




Prueba de hipétesis: diferencia entre las proporciones de dos poblaciones.

Al demostrar que son sumables los datos dentro y entre los grupos de
estudio, se procedi6 a realizar el analisis estadistico para determinar el efecto
genotdxico inducido por el extracto de C. obtusifolia en pacientes con diabetes

tipo 2.

Para ello, el andlisis de la frecuencia de MN (tabla 8, columna 8) se hizo

entre las siguientes categorias establecidas (con un o de 0.05):
1) Controles diabéticas vs. Controles sanos
2) Pacientes tratados con C. obtusifolia vs. Controles diabéticos

3) Pacientes tratados con C. obtusifolia vs. Controles sanos

Las hipdtesis para las 3 categorias fueron fas mismas:

Hoipi=P, ___ No hay diferencia entre las proporciones de los dos
grupos.

Ha:p:1#P; Existe diferencia entre las proporciones de ambos
grupos.

Ademas de que la prueba se realizé para mostrar si existian diferencias
entre los grupos (determinando asi el efecto genotdxico del extracto de C.
obtusifolia), en el caso especifico de la prueba hecha con la categoria 1
(controles diabéticos vs. confroles sanos), esta también se realizé para
establecer si la frecuencia basal de MN se veia afectada por la presencia de la
diabetes mellitus tipo 2, es decir, si la enfermedad por si misma elevaba esta
frecuencia o no.

Las tablas 10, 11 y 12 muestran tanto el error estdndar (EE) de Ia

diferencia entre dos proporciones, el valor P y el estadistico Z de las tres
categorias.
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Tabla 10. Prueba de Z para la categaria 1: Controles diabéticos vs. Controles sanos

EE estimado de ia Diferencia
Muestras Medias | Proporcion | g diferencia entre dos ) z P
proporciones PPz
Py: Diabéti 10.41 .
+: Diabeticos 0010417 4 0.90 0.0043 0002 |0383| 0648
P;: Sanos 8.75 0.008750 | 0.991
Tabla 11. Prueba de Z para la categoria 2: Pacientes tratados con C. obtusifolia vs. Controles diabéticos
EE estimado de la . .
Muestras Medias | Proporcion q diferencia entre dos Drferfmcla z P
proporciones PPz
Py: Paci 14508
«¢ Pacientes 001409 | 0.965 0.004961 0004 | 082 | 0an2
P;: Diabéticos | 10.41 0.010417 0.990
Tabla 12. Prueba de 7 para la categoria 3: Pacientes tratados con C. obtusifolia vs. Controles sanos.
EE estimado de la Diferencia
Muestras Medias | Proporcion q diferencia entre dos ) z P
proporciones Pipe
Py Paci 14.509
1: Paclentes 0014503 | 0.985 0.004793 0006 | 120 | 0.230
P.: Sanos 8.750 0.008750 (0.891
) Zona de aceptacion >

Dif. Entre fas dos
proporciones de la

mueﬂ;@

0.383 0.82 1.20
» v

1.96 0 1.96
P=P;

0.25 0.025

I
|
|
1
|
|
1
I
f
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Fig. 12 Prueba de hipStesis de dos extremos para la diferencia entre dos
proporciones con un nivel de significancia de 0.05, que muestra la regién de

aceptacion y la diferencia entre las proporciones muestrales.




En las tres categorias establecidas los datos sugieren que no existen
diferencias entre los tres grupos: categoria 1 (P =0.648); categoria 2 (P =0.412)
y categoria 3 (P =0.230). Por lo tanto se acepta la hipétesis nula (Hgy: No

hay diferencia entre los tres grupos.

Andlisis estadistico del indice de proliferacién de la citocinesis blogueada

(CBPI).

Para analizar el CBP} se utilizé la prueba t de Student para grupos

independientes con un nivel de significancia de 0.05.

Para esta prueba (tabla 13) se juntaron las muestras de los controles
diabéticos y de los controles sanos, debido a que al realizar la t de Student
entre estos dos grupos no hubo una diferencia significativa, por lo que se
establecid que las dos muestras pertenecian a la misma poblacion. Por lo tanto

el analisis se realiz6 entre:
* Controles vs. Pacientes tratados con C. obtusifolia

Las hipétesis fueron:

Hoi X4= Xz __, La media del CBPI es igual entre los dos
grupos.
Ha: X412 X —» La media de] CBP! es diferente entre los dos
grupos.
¢ =0.05
Tabla 13. Prueba t de Student.: Tamaio de muestra, Media,
desviacion estandar ponderada y el estadistico t det CBP.
' Xdela |Desviacién
Muestras n muestra estandar | gl t
ponderada
Pacientes 7 2.01
0.191 13 10.606
Controles 8 1.95




Como el valor de t encontrado (0.608) es menor que el valor de t en tablas
para un a de 0.05 {1.771), se acepta ia hipdtesis nula (Ho): la media de ambas

poblaciones no muestra diferencias significativas.

Muestras tratadas con Mitomicina C {(MMC).

La tabla 14 resume los resultados de las muestras que fueron tratadas con
MMC. En ella se observa la distribucién de MN en células binucleadas asi

como el CBPY.

A estas muestras se les dio el mismo tratamiento estadistico realizado con
{as muestras sin MMC vy estos no mostraron diferencias estadisticamente
significativas, tanto para la frecuencia de MN como para el CBPl A

continuacion se muestran los resultados de dichas pruebas:

1.- Determinacién del efecto genotoxico (frecuencia de MN)

Kruskal-Wallis: H = 5.303
5.303 4 caicuads < 5.99 K rablas
Prueba de Hipotesis:
1) Controles diabéticos vs. sanos: Z= 1.22
2} Pacientes tratados con C. obtusifolia vs. controles sanos: Z= 1.52

3) Controles diabéticos vs. Pacientes tratados con C. ebtusifolia: Z= 0.75

122, 1.52 y 0.75 7 carcutaca < 1.96 7 tapias

2.- Determinacion del efecto citostético (CBPI):

En este caso no se aplico la t de Student, debido que los datos no cumplian
can los criterios estadisticos para esta prueba (varianzas iguales); por lo que se

aplico una prueba no parametrica:
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Prueba U de Mann-Whitney:

Hipbdiesis

Ho: X1 = X2 Mo hay diferencia entre ia madia de los dos grupos.
Ha: X1 # X2 Hay diferencias entre la media de los dos grupos.
e = 0,05

Estadistico U =18
1 -OBLim. inferior < 18 < 44-93um. superiar

Se advierte que el estadistico muestral U (18) se encuentra dentro de la
region de aceptacién. Por tanto, aceptamos la Ho: no hay diferencia

significativa entre las medias del CBPI de tos dos grupos, es decir, son iguales.

Para finalizar se hizo una comparacion entre [as muestras tratadas con
MMC y sin MMC, esto con el fin de comprobar gue la MMC actud como controf

positivo.

Los resultados muestran que a pesar de que si se observd una aumento en
la frecuencia de MN y en el CBPI en las muestras tratadas con MMC, esta no
fue estadisticamente significativa -frecuencia de MN (H= 0.8579) y CBPI (U=
4)-, es decir, que las muestras que fueron tratadas sin MMC son iguales a las

tratadas con MMC.

Cabe aclarar, que a pesar de gue como grupo fas muestras sin MMC vy can
MMC no mostraron diferencias significativas, si las hubo al comparar algunas
muestras entre cada paciente, es decir: si comparamos por ejemplo, el control
diabéetico NLR sin MMC (tabla 8) contra su muestra con MMC (tabla 14)
podemos observar que en fa primera la frecuencia de MN es de 23 mientras

que la segunda es de 61, casi el triple.
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DISCUSION

En una investigacion realizada por Bonassi y colaboradores (2005), para
determinar cuales eran los biomarcadores citogenéticos mas utilizados en
estudios de pobiaciones humanas, encontraron dentro de los principales a los
micronucleos, los cuales se sabe que se presentan en las etapas tempranas de
enfermedades cronicas, especialmente el cancer, y pueden por lo tanto jugar
un papel importante en fa prevencion. Cabe resaltar que el ensayo de
micronucleos ha sido ampliamente usado para evaluar el efecto genotoxico de
diversas plantas medicinales; ya que se considera muy eficaz para evaluar
agentes mutagénicos y genotoxicos, lo que la hace ideal para avalar la
utilizacion de las plantas medicinales y es ia razon de que sea aceptada

internacionaimente y lo que valida su utilizacién en este estudio en particular.

En el caso particular de este trabajo, el ensayo de microniicleos fue muy util
para determinar tanto el efecto genotoxico come el citostatico del extracto de
Cecropia obtusifolia, ya que es sencillo, répido y tiene un alto indice de
confiabilidad por su gran sensibiidad para detectar agentes clastogénicos y

aneuploidogénicos.

Sin embargo, es importante sehalar que durante cualquier estudio in vivo,
existen variables que no se pueden controlar. La continuidad de Ios pacientes
en la asistencia a la toma de muestra, fue una variable de este tipo, debido a
que hubo pacientes que so6lo se presentaron una vez. Este factor determind
qhe el nimero de muestras no fuera igual para cada paciente, pero no influyo

en los resultados obtenidos.

En o que respecta al papel que juega el género en |la diabetes meliitus tipo
2, no se han establecido patrones claros de comportamiento, pero en términos
generales, la enfermedad es mas frecuente en mujeres que en hombres, lo
cual es cierto en México (Escobedo y Gonzalez, 1999); tal como lo demostré la
Encuesta Nacional de Salud 2000, en la cual, en todos los grupos de edades
{20 - 44, 45 - 64, 65 - 74 y 75 y mas), excepto en el de 20 - 44, el numero
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estimado de personas con diabetes mellitus tipo 2 es mas elevado en mujeres
(Hernandez y Olaiz, 2002).

Se observo que la frecuencia de MN en las personas con diabetes mellitus
tipo 2, tanto pacientes como controles, es mas elevada en mujeres que en
hombres, lo que concuerda con lo observado en la poblacion mexicana. Sin
embargo en esta investigacion, la diferencia en la frecuencia de MN entre
hombres y mujeres no fue significativa; por lo tanto el sexo no representa una

variable que intervenga directamente en el aumento de los MN.

Para analizar los resultados del ensayo de MN es necesaric comparar la
frecuencia obtenida de la muestra de estudio con una frecuencia basal. En el
mejor de los casos, se toman muesiras antes, durante y despues del
tratamiento, y se utiliza Ia frecuencia antes del tratamiento como la frecuencia
basal. Esto garantiza que haya una continuidad en el estudio y propicia que los

resuitados sean mas confiables.

A pesar de ello, en este trabajo no se pudo obtener una muestra antes del
tratamiento, debido a que al iniciar esta tesis, el grupo de la Dra. Cristina
Revilla ya habia empezado a administrar el extracto de C. obtusifolia a los
pacientes con diabetes mellitus tipo 2. Por lo tanto fue necesario tomar como la
frecuencia basal, la frecuencia de MN de los controles sanos, por que se
supuso no estaban expuestos a agentes mutagénicos y por ende su frecuencia
de MN debe ser baja (no podria ser nula, ya que existe una tasa de mutacion

espontanea).

Las pruebas estadisticas para analizar |a frecuencia de MN (en las muestras
tratadas con o sin MMC), nos muestran que el extracto de C. obtusifolia no
presentd un efecto genotoxico, ya que, el incremento de MN que se observa

entre los grupos no fue estadisticamente significativo.

Al comparar el CBPI de los diferentes grupos tampoco se encontraron

diferencias significativas, por io que, ademas de no mostrar efecto genatdxico,
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el extracto de C. obtusifolia tampoco mostrd efecto citostatico, es decir, que no

altera el ciclo celular.

Cuando se contrastaron los muestras con MMC con aguelias sin MMC, se
descubrio que a pesar de que la frecuencia de MN y el CBPI se sievaron en las
muestras tratadas con MMC, este aumento no fue suficiente para considerarse
significativo, es decir que la concentracién de MMC aplicada a este trabajo no
mostro el efecto deseado de un control positivo. No obstante, fo anterior no
implica que tos resultados abtenidos con MMC no se puedan usar como
controles positivos, ya que a nivel individual varios pacientes mostraron este

efecto: aumentar de manera significativa la frecuencia de MN y el CBP!.

Es necesario destacar que este tipo de estudios son de gran importancia,
pues permiten validar el uso que de manera tradicional se le da a algunas
plantas para el tratamiento de diversos padecimientos. Ademas, se debe
senalar que el uso de plantas medicinales se hace cada vez mas patente en
diversos paises (tanto en vias de desarrollo como del primer mundo). En
Pakistan por ejemplo, se estima que un 80% de las personas dependen de
éstas para el tratamiento de sus dolencias; en los Estados Unidos es del 60% vy
en Japan hay mas demanda de plantas medicinales que de medicinas alopatas

(hitp:/Awww botanical-online.com/medicinals).

En nuestro pais, el uso de plantas medicinales es muy alto, sobre todo en
ias zonas rurales. De hecho en un estudio realizado por el Rodriguez (2004),
se muestra que la prevalencia de uso de alternativas de tratamiente no médico
en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 en comunidades rurales de Veracruz
es muy alto; incluso, Andrade-Cetto y Heinrich, (2005) mencionan que los
pacientes con diabetes practicamente siempre usan plantas estén o no bajo
tratamiento médico y ademas, estimaron que cerca de 500 especies de plantas
son usadas por la poblacién mexicana para tratar la diabetes mellitus tipo 2.
Estudios como el de Heinrich y colaboradores (1998) y el de Roman y
colaboradores (1991}, con respecto a la diabetes mellitus tipo 2 muestran la

importancia de la investigacion en el 4rea de la etnofarmacologia en México.
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tn el caso particular de Cecropia obtusifolia, se han hecho diversos
estudios para determinar sus propiedades medicinales. Herrera-Arellano y
colaboradores (2004), en un estudioc donde trataron con C. obtusifolia y
Marrubium vulgare a pacientes con diabetes mellitus, demostraron que existe
una reduccion clinica y estadistica de la glucosa en sangre, colesterol en suero
y triglicéridos (mas marcada en C. obtusifolia que en M. vulgare). Los efectos
secundarios de C. obtusifolia fueron excesiva salivacién, cansancio y agruras.
También proponen que si se utifiza un extracto de C. obtusifolia mas
enrnquecido con componentes activos en aitas concentraciones, podria

incrementar el potencial de esta planta.

Por otra parte Revilla y colaboradores (En prensa) administraron a seis
pacientes con diabetes tipo 2 recientemente diagnosticados un extracto acuoso
de las hojas de C. obtusifolia durante un periodo de 34 semanas, y observaron
que tras 4 meses de administracion, los niveles de glucosa en sangre
disminuyeron significativamente, pero no se observé un efecto significativo en
los niveles de insulina, triglicéridos y colesterol. Por lo anteriar, conciuyeron que
el extracto acuoso de C. obtusifolia tiene un efecto hipoglucemiante significativo
Y que su mecanismos de accién no es a través de la estimulacion de Ia

secrecion de insuling.

Es importante mencionar que durante el presente estudio, los pacientes
diabéticos tratados con el extracto de C. obtusifolia no presentaron los efectos

secundarios mencionado anteriormente.

Uno de los compuestos activos obtenidos del extracto de C. obtusifolia es el
acido clorogénico, y se ha demostrado en ratones, que existe una reiacion
lineal entre el efecto hipoglicémico y el contenido de este acido (Nicasio ef af.,
2005). El acido clorogénico es un inhibidor especifico de un componente de la
glucosa — 6 — fosfato translocasa (Gl — 6 - p translocasa) en microsomas de
higado de rata (Hemmerle ef al, 1997). Este sistema enzimatico, juega un
papel importante en la regulacién homeostatica de la glucosa en sangre debido

a que es responsable de {a formacion de glucosa endogena, producida en la
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giuconeogénesis y la glucogenolisis. Par lo tanto, si el 4cido clorogénico inhibe
a esta enzima, éste podria estar reduciendo la produccién de glucosa hepética.

Si enlistaramos las principales caracteristicas que hacen de Cecropia
obtusifolia una excelente planta medicinal para el tratamiento de la diabetes
mellitus tipo 2 estas serian: 1) mostrar efecto hipoglucémiante en diversos
organismos (incluyendo los seres humanos), 2) reducir el colesterol en suero y
los triglicéridos (en humanos) y 3) presencia de principios activos tales como ia
isorientina y el acido clorogénico que reducen la produccidn de glucosa

hepatica.

Por lo dicho anteriormente C. obtusifolia podria convertirse en un excelente
fitomedicamento, ya que tiene un bajo costo, lo que serfa de gran importancia
en México, porque podria estar al alcance de personas con bajos recursos
econdmices que viven en zonas rurales y en comunidades indigenas, quienes
desde hace mucho tiempo tienen los conocimientos sabre el uso de las plantas
medicinales, asi que, se podria retornar a estas comunidades ios beneficios de

estas investigaciones.

No se trata de elegir entre las plantas medicinales y los medicamentos
alopatas. Lejos de excluirse, ambos se complementan. Es mediante el enfoque
multidisciplinario en el estudio cientifico de las plantas medicinales; el aumento
de las personas de ciencia que se dedican al estudio de las plantas y a ios
logros obtenidos en ia fitoquimica que se vera un mayor aumento en el empleo
de medicamentos a base de plantas medicinaies en la medicina moderna.
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CONCLUSION

El extracto de Cecropia obtusifolia no mostrd un efecto genotéxico ni
citostatico en los pacientes con diabetes mellitus tipo 2.

Se recomienda aumentar la concentracion de MMC en el ensayo de MN
para obtener una frecuencia inducida mayor, es decir, que pueda servir como

un buen control positivo.

Cecropia obtusifolia puede servir como un buen fitomedicamento para el
tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2.
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