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RESUMEN

El anélisis quimico de Ibervillea lindheimeri (A. Gray) Greene, eondujo-al permitio aislamiento
de 23,24-dihidrocucurbitacina D (1), 23,24-dihidrocucurbitacina F (2) y 2-O-B-D-glucopiranosil-
23,24-dihidrocucurbitacina F (3). La identificacion de 1-3 se logrd por la comparacion de sus datos
fisicos y espectroscopicos con los informados en la literatura. Ademas, por medio del anéalisis de
cromatografia de gases acoplada a espectro de masas (CG-EM) se detectaron 10 compuestos en el
extracto de hexano. Cabe sefialar que la 23,24-dihidrocucurbitacina F presente en 1. lindheimeri
también es sintetizada por otras especies de diferentes géneros de la familia Cucurbitaceae [36, 38] y
aun por especies de otras familias como la Begonia heracleitolia (Begoniaceae) [39]. En contraste, las
cucurbitacinas llamadas kinoinas A, B y C s6lo se han aislado de Ibervillea sonorae.

Como un aspecto estructuralmente interesante los triterpenos aislados de |I. lindheimeri
presentan sustituyentes hidroxilo en la posicion C-2 del anillo A, tales modificaciones no estan
presentes en los triterpenos aislados de I. sonorae.

Por otro lado, el extracto de acetato de etilo de I. lindheimeri mostré actividad reductora de la
glucemia en ratones sanos y diabéticos por estreptozotocina. Asi mismo, las cucurbitacinas 1 — 3
mostraron actividad antihiperglucemiante en ratones diabéticos por STZ, similar a glibenclamida, pero
a diferencia de ésta no reducen la glucemia en ratones normales.

Este es el primer informe sobre la composicion quimica de Ibervillea lindheimeri asi como su

actividad sobre la glucemia y los metabolitos responsables de la misma.



ABSTRACT

The chemical analysis of Ibervillea lindheimeri (A. Gray) Greene, led to the isolation of 23,24-
dihydrocucurbitacin D (1) 23,24-dihydrocucurbitacin F (2) and 2-O-B-D-glucopyranosyl-23,24-
dihydrocucurbitacyn F (3). Their structures were identified by spectroscopy and spectral data
comparison with those recorded in the literature. In addition, by means of GC-MS analysis were
detected 10 compounds in the hexane extract. Is worth to note that the 23,24-dihydrocucurbitacin F
present in I. lindheimeri is synthesized also by several species of different genera of the family
Cucurbitaceae[37, 38] and even by species of other families, such as Begonia heracleitolia
(Begoniaceae) [39]. In contrast, the cucurbitane-type triterpene named kinoins A, B and C have been
isolated only from I. sonorae

In summary, the presence of cucurbitane-type triterpenes in I. lindheimeri is in agreement with
previous studies that these types of secondary metabolites are typical of the Curcubitaceae family.
However, it is notable that while the isolated triterpenes from 1. lindheimeri present hydroxyl groups at
C-2 position of the ring A, such modifications are not present in I. sonorae.

On the other hand, ethyl acetate extracts showed reducing activity of blood glucose in healthy and
diabetic mice by streptozotocin. Compounds 1-3 showed anti-hyperglycemic activity in mice with
diabetes by STZ, similar to glybenclamide, but unlike this do not reduce blood glucose in normal mice.
Far as we know, this is the first report on composition chemical of Ibervillea lindheimeri as well as

their activity on blood glucose, activity imputed to 1 - 3 compounds.



I.INTRODUCCION

“Dios creo los medicamentos en la Tierra y el hombre prudente no los desprecia”.
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Se sabe de la diabetes desde hace 3,500 afios. En el Papiro de Ebers se cita a la diabetes (1,550 aC).
Los Islotes de Langerhans fueron descritos en 1869. Bainting y Best, descubrieron la insulina en 1921,
junto con su accién hipoglucemiante. Hacia 1955 estuvieron disponibles los antidiabéticos orales [1].

En Mesoamérica es probable que haya existido alguna entidad nosoldgica o patologia similar a
la diabetes mellitus; sin embargo, debid ser poco frecuente o de relevancia menor pues no se encuentra
un equivalente en la descripcion sistematica médica-clinica realizada en el Libellus de Medicinabulus
Indorum Herbis por Martin de la Cruz; no existe una cita especifica de plantas utilizadas con tal fin
[2]. La destruccion del sistema de produccién, distribucion y consumo de alimentos mesoamericanos
por la guerra de conquista (maiz, frijol, calabaza, amaranto, quelites y quintoniles), con la desecacion
de los lagos con fines de tener espacio para la construccion y alteracion de la vida alrededor de ellos
(espirulinas, las algas del lago de Texcoco; aves acuaticas como la gallareta, chichicuilotes, patos
diversos; peces, anfibios y batracios; rana, ajolote, acociles; una dieta considerada “vegetariana”) y
el cambio de dieta forzado al uso de harina de trigo y de azucar refinadas, grasas animales de cerdo,

res, carnero, entre otros (dieta “no vegetariana”), combinado con la genética americana separada por



milenios de la genética europea, probablemente sea un factor para el desarrollo de la diabetes mellitus

entre la poblacion mexicana en particular y americana en general.

En México el primer informe sobre la diabetes mellitus (DM) fue realizado por Esteynefer en
el S XVIII. La primera monografia escrita, publicada y difundida sobre la diabetes fue hecha por el
médico Juan Manuel Gonzalez Urefa, en 1869, en Morelia, Michoacén, el propdsito fue servir a los
médicos pero también al publico en general [3,4].

En 1950 Salvador Zubiran funda el Instituto Nacional de la Nutricion, entre otros objetivos,
para el estudio de la diabetes mellitus.

La diabetes ha tenido un incremento notorio en el S XX, probablemente debido a tres factores:

1. Carga genética intrinseca, susceptible a DM tipo 2

2. Inadecuada alimentacion.

3. Aumento en la esperanza de vida [1], sobre todo en las clases media y media alta; poco menos
para las clases mas desprotegidas. Es conocido que el sector mas pobre de nuestra tiene el peor
régimen alimenticio. En éste sector se destaca el consumo de carbohidratos refinados, harinas y
azUcar, mas baratas que los productos proteicos de origen animal, leche y derivados. En
cambio, en las clases altas existe el abuso en el consumo de alimentos en grandes cantidades.
Adicionalmente el estado de estrés hace aumentar el apetito y la compulsion por comer sea la
salida de muchos problemas.

La Diabetes mellitus es un trastorno endocrino y afecta a mas de 176 millones de personas en el
mundo [5], en México se ha estimado que aumentaran de 2 millones en 2002 a més de 6 millones en
2030, y sera el mayor indice de diabetes mundial. La Secretaria de Salud de México informé en 2001,
que la diabetes fue la primera causa de mortalidad entre los mexicanos [6]. Debido a sus
complicaciones como: enfermedad cardiaca y vascular, retinopatia, insuficiencia renal y neuropatia, es

causa comun de morbilidad crénica y de incapacidad entre la poblacion trabajadora.

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica no transmisible con alta prevalencia en América,
en promedio causa 242.000 muertes anuales (110.000 hombres y 132.000 mujeres). En 2007, 22.000
muertes por DM (8% en conjunto) eran consideradas como evitables porque ocurrieron en personas

menores de 50 afios de edad. Esta proporcion fue mayor entre los hombres (10%) respecto a las



mujeres (7%). El riesgo de mortalidad por DM entre hombres y mujeres fue similar en la region (32,7
y 33.0/100.000 respectivamente). En el grupo con mayor riesgo de mortalidad destaca México, ya que

mostraron un aumento en hombres y mujeres [7].

Hoy, unos 347 millones de personas en todo el mundo tienen diabetes. Hay una epidemia
global emergente de DM posiblemente como resultado de rapido aumento de sobrepeso, la obesidad y
la inactividad fisica. Se prevé que para 2030 la diabetes llegara a ser la séptima causa de muerte en el
mundo. El total de muertes por diabetes aumentara en méas del 50% en los préximos 10 afios. La DM
Tipo 2 representa alrededor del 90% de la diabetes en todo el mundo. Informes sobre casos de DM tipo
2 en nifios — antes raros — han aumentado en todo el mundo. En algunos paises, representa casi la mitad
de los recién diagnosticado. 80% de las muertes por diabetes ocurren en paises de ingresos bajos y
medianos. En los paises desarrollados la mayoria de las personas con diabetes son mayores de 65 afios;
mientras que en los paises en desarrollo los més frecuentemente afectados tienen entre 35 y 64 afos.
La DM es la principal causa de ceguera, amputacion e insuficiencia renal, en parte debido a falta de
conciencia sobre la enfermedad, la ignorancia, combinado con el acceso insuficiente a servicios de
salud y medicamentos esenciales. La DM tipo 2 puede prevenirse con 30 min diarios de actividad
fisica de intensidad moderada y una dieta saludable, en tanto que la diabetes tipo 1 no se puede
prevenir [8].

Ademas, la situacion y tendencias a nivel mundial muestran que alrededor de 9% de los adultos
de 25 afios y mayores mostraron elevacion de la glucemia, en 2008. La glucemia media de la
poblacién mundial aumenté ligeramente entre 1980 y 2008 [9].

Para el diagnostico de diabetes mellitus ha sido aceptada la hemoglobina glucosilada o HbAlc
como una nueva prueba adicional, por Organizacion Mundial de la Salud (OMS, WHO siglas en
inglés), pues ofrece un enfoque més préctico para detectar la enfermedad que afecta a casi 347
millones de personas en todo el mundo [10].

En México, en el afio 2011 se cito a la diabetes millitus tipo 2 entre las diez principales causas
de morbilidad (413,450 casos, noveno lugar). Previamente en el afio 2010 esta enfermedad se cito

entre las principales causas de muerte.



Il. HIPERGLUCEMIA y DIABETES MELLITUS

Segun la WHO (1999) y la Asociacion Americana de Diabetes (ADA) (2004) [11] la DM se refiere a
un trastorno metabdlico de etiologia indeterminada pero a la vez mdltiple, caracterizada por
hiperglucemia crénica; es decir, la presencia de concentraciones elevadas de glucosa libre en la sangre
circulante, y presumiblemente en todo el cuerpo, con la alteracion en el metabolismo de los hidratos de
carbono, las grasas y las proteinas, debido a un defecto en la produccion-secrecion de insulina con
deficiencia absoluta o relativa de la misma, o a disminucion de su accion-eficacia ya que en algunas
ocasiones esta asociada con resistencia tisular a la accion de la insulina. La diabetes mellitus se ha
dividido en dos formas o entidades principales con etiologia, manifestaciones clinicas y enfoques
terapéuticos diferentes:

Diabetes Tipo 1: considerada enfermedad autoinmune, en la cual el sistema inmunoldgico del
propio paciente reacciona contra los antigenos de sus islotes de Langerhans y destruye sus células beta
del pancreas. Al fallar el pancreas deja de producir insulina, hormona esencial para la vida, por la
destruccion completa de las células B de los islotes de Langerhans. Hay carencia absoluta de insulina
circulante en sangre periférica. Con muy poca frecuencia, esta variedad de diabetes puede ser mas leve
debido a anomalias genéticas especificas de la sintesis, almacenamiento y secrecién de insulina. La
diabetes tipo 1 se desarrolla y manifiesta principalmente en nifios y adolescentes; no obstante, se ha

observado un aumento de su frecuencia en grupos etarios mas avanzados.

Diabetes tipo 2: Se manifiesta cuando el organismo, como un todo, es incapaz de responder con
propiedad a la accién de la insulina pancreética. Existe un trastorno leve y precoz en el patron de
produccidn-secrecién de la insulina, con cambios en su secrecion ciclica, reduccion en la frecuencia de
los pulsos de insulina, y retraso y reduccion en la respuesta pancreatica normal ante la elevacion de las
cifras sanguineas de glucosa, hasta finalmente cesar su capacidad de responder a la estimulacion. Aln
se desconoce la causa primaria de este trastorno de las células beta. Es muy frecuente en la edad
adulta; sin embargo, existe una tendencia a aumentar el nimero de casos hacia la adolescencia y ain

en la infancia.

La diabetes tipo 2 es un sindrome poligénico con etiologia maltiple, mas que una sola simple
enfermedad especifica. Conforme la diabetes se vuelve crénica y con ello la hiperglucemia, la glucosa
normalmente utilizada como sustrato, combustible energético y como una sefial bioldgica, y

paraddjicamente en cierto momento cambia para desempefiar el papel de una toxina para el propio



organismo. Los niveles de glucosa circulante elevados y sostenidos, de manera cronica, es la causa
principal de las complicaciones graves entre ellas destacan: neuropatias, retinopatia, insuficiencia renal
y enfermedades micro y macrovasculares, generando las manifestaciones clinicas caracteristicas de la
diabetes. Ademas, las células beta también estan afectadas por la hiperglucemia cronica y por ello son
un blanco de donde derivan complicaciones secundarias. Conforme la hiperglucemia empeora, las
celulas beta sufren deterioro, cada vez secretan menos insulina y entran en un circulo en espiral
negativa con pérdida progresiva de la funcion. A este deterioro en la funcidn celular causada por una
constante exposicion a concentraciones suprafisioldgicas de glucosa se le llama toxicidad por glucosa.
Un mecanismo toral de la toxicidad de la glucosa es la formacion de sustancias reactivas de oxigeno
(SRO) en exceso, por varias vias mitocondriales y no mitocondriales. El islote es especialmente
vulnerable a las SRO debido al nivel intrinsecamente bajo de enzimas antioxidantes, de esta manera el
exceso de glucosa cronico y el nivel elevado de SRO pueden acelerar la proporcion de apoptosis. Se ha
demostrado que varios antioxidantes protegen contra el estrés oxidativo, entre ellas la N-acetilcisteina,
la vitamina E; algunos hipoglucemiantes orales en uso contra la diabetes mellitus tipo 2 como
glicazide, troglitazona y metformina tienen propiedades antioxidantes. Esta secuencia patofisiologica
pone la escena para considerar a la terapia antioxidante como un adyuvante en el manejo de la diabetes
[12].

Ciertos marcadores genéticos han demostrado aumentar el riesgo de desarrollar diabetes de tipo
1. La diabetes tipo 2 es una condicién entre la familia. S6lo recientemente algunos genes han sido
constantemente asociados con un mayor riesgo para la diabetes tipo 2 en ciertas poblaciones. Ambos
tipos de diabetes son enfermedades complejas causadas por mutaciones en mas de un gen, asi como
por factores ambientales.

Los sintomas y signos de la diabetes pueden ser pronunciados, tenues 0 no estar presentes. En
la diabetes tipo 1, las manifestaciones clinicas clasicas son la produccién de orina en exceso (poliuria),
sed intensa (polidipsia), aumento del apetito (polifagia), pérdida de peso y cansancio. Tales
manifestaciones pueden ser menos notorias en la diabetes tipo 2, o incluso no aparecer de manera
temprana y la enfermedad es diagnosticada sdlo varios afios después de iniciada, a menudo cuando ya

existen complicaciones.

11.1 OTROS TIPOS DE DIABETES



Ademas, existen otros tipos de diabetes mas especificos y mucho menos frecuentes cuya gravedad es
variable, dependiendo de las circunstancias de aparicion y oportunidad de tratamiento, entre ellas
destaca:

La Diabetes gestacional, se refiere a cualquier grado de intolerancia a la glucosa
(carbohidratos) manifestada o reconocida en cualquier momento durante el embarazo, y requiere de
control adecuado. Por lo general desaparece de manera espontanea cerca de las seis semanas después
del parto, cuando se restablece la glucemia normal. La diabetes en el embarazo puede dar lugar a
varios resultados adversos, incluyendo malformaciones congénitas, mayor peso al nacer y un elevado
riesgo de mortalidad perinatal. Un estricto control metabdlico puede reducir estos riesgos al nivel de
embarazadas no diabéticas.

Otros tipos de diabetes se presentan en menos del 5% de todos los casos de diabetes
diagnosticados, entre ellos existe:

1. Defecto genético en las células beta;
2. Resistencia a la insulina determinada genéticamente;

3. Enfermedades del pancreas causadas por defectos hormonales, por compuestos quimicos o
por algunos medicamentos [13].

Por tanto, se justifica y resulta indispensable continuar estudiando esta enfermedad y sus
complicaciones, tanto en la basqueda de su etiologia y tratamiento definitivo, cuanto de tratamientos
parciales que en el interin permitan un mejor control y menores repercusiones para la salud y la calidad

de vida de las personas con cualquier tipo de diabetes mellitus.
I11. IMPACTO SANITARIO

Ademas, se debe meditar en el impacto sanitario causado por la diabetes para entender la importancia
de su prevencién, diagndstico precoz y tratamiento global 6ptimo y oportuno. Una de las medidas es la
deteccién de personas con alto riesgo de desarrollar esta enfermedad, para lo cual se han aumentado e
implementado nuevos criterios de diagndstico para la diabetes, propuestos por la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA) y por un Comité Asesor de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS, WHO), y han agilizado la deteccion precoz de trastornos en la tolerancia a los carbohidratos; la

medida mas relevante para establecer el diagndstico de diabetes en dichas personas ha sido la



reduccion de los valores de la glucemia en ayuno de 140 mg/dL a 126 mg/dl (de 7.8 mmol/L a 7
mmol/L), no obstante la ausencia de manifestaciones clinicas clasicas del sindrome. Por ello se han
acufiado los términos de “Impedimento del Manejo de la Glucosa en Ayuno” (IFG, Impaired Fasting
Glycaemia) y “Tolerancia deteriorada a la Glucosa” (IGT, Impaired Glucosa Tolerance), como
situaciones metabolicas intermedias entre la homeostasis normal de la glucemia y la alteracion
definitiva o diabetes mellitus. Ambos estadios previos a la diabetes, no son entidades clinicas
propiamente dichas; sin embargo, su importancia estriba en ser factores de riesgo para el desarrollo de
la diabetes mellitus o de alguna enfermedad cardiovascular satélite. Se refieren a niveles de
concentracion de glucosa por arriba del rango normal, pero por debajo de aquellos considerados
diagndstico de diabetes. Los sujetos en quienes se detecta IFG e IGT estan sustancialmente en mayor
riesgo de desarrollar diabetes y enfermedades cardiovasculares que los individuos con tolerancia
normal a la glucosa. Los beneficios de la intervencion clinica en sujetos con intolerancia moderada a la

glucosa es un topico actual de mucho interés [13].

La Tercera Encuesta Nacional sobre Salud y Nutricion (Third National Health and Nutrition
Survey (NANHES) encargada de estudiar la prevalencia de IFG, IGT y diabetes entre la poblacion
adulta de los Estados Unidos de Norteamérica, aplicando los viejos criterios de la OMS de 1985,
estimd la prevalencia de diabetes en adultos >20 afios de edad era de 5.1%; en cambio, al aplicar los
nuevos criterios de la ADA de 1997 tal cifra aumentd a 7.8%, de ello se infiere antes no se
diagnosticaba la prevalencia de diabetes en 2.7%; ademas, la prevalencia de la IFG fue de 6.9% en
adultos >20 afios de edad, y la de IGT de 15.6% en adultos entre 40 y 74 afios de edad [13]. Vale
destacar que estos porcentajes de prevalencia implican el diagnéstico de nuevos casos de diabetes y de
la alteracion en la tolerancia a la glucosa en millones de personas en el mundo; el conocimiento y
deteccidn de estas alteraciones previas a la diabetes franca, podria ayudar a establecer, de manera muy
precoz, en las personas con estos trastornos metabolicos las medidas terapéuticas no farmacologicas
que han demostrado utilidad en tales condiciones, estas son el ejercicio fisico y una dieta restringida en

calorias.

Datos compilados recientemente demuestran como aproximadamente 347 millones de personas
en todo el mundo tienen diabetes mellitus, y tal nimero bien puede duplicarse para el afio 2025. Gran
parte de ese aumento se producird en los paises en desarrollo y sera debido al incremento de la
poblacion, mayor esperanza de vida (envejecimiento), dietas inapropiadas, obesidad y sedentarismo.

Para 2025, la mayoria de las personas con diabetes en los paises desarrollados seran mayores de 65



afios (jubilados), en cambio en los paises en desarrollo la edad sera entre 45-64 afios, cuando aln estan
en productividad [14].

IV. LA DIABETES MELLITUS COMO UN PROBLEMA DE SALUD PUBLICA

La diabetes mellitus es una enfermedad crénico degenerativa cuya etiologia precisa aun se desconoce.
Sin embargo, se sabe de la participacion importante de dos factores, el genético y las influencias
externas caracterizadas por un estilo de vida mérbido donde a su vez participan la dieta-obesidad, la
vida sedentaria con desequilibrio entre la ingesta y el consumo de energia, el tabaquismo, las
dislipidemias, la hipercolesterolemia, la hipertension, la resistencia a la insulina, su falta de produccion

0 ambas, y la hiperglucemia, todo lo cual conforma el denominado “sindrome metabdlico”.

El enfoque de tratamiento alopatico actual se ha dirigido a controlar las manifestaciones
sobresalientes del sindrome, pues por ellas se les ha encasillado en enfermedades parciales y no de
manera general como pacientes con “sindrome metabdlico”. Asi, al tratar el signo o rasgo clinico
caracteristico se habla de pacientes hipertensos, dislipidémicos, con colesterol elevado o
hiperglucémicos, cuyo tratamiento demanda de un medicamento o farmaco especifico para reducir las
cifras de presion arterial, los lipidos, el colesterol o la glucemia de manera especifica, respectivamente,
y en ocasiones la combinacion de dos o més simultaneamente. De ésta manera se pretende evitar las
lesiones consecuentes que se presentaran a largo plazo de no corregirse las cifras de los parametros

alterados.

Segun datos macro-estadisticos, en el mundo, hacia 1985 la cantidad de personas con diabetes
mellitus tipo 2 era de 30 millones, cifra que aumentd 135 millones en 1995, y a 177 millones en el afio
2000, y se ha estimado que la cifra ascendera a por lo menos 370 millones para el afio de 2030, de no
establecerse medidas preventivas mas enérgicas y la recuperacion de estilos de vida mas activos y con
dietas ancestrales por regiones geogréaficas, asi como el descubrimiento, obtencion y desarrollo de
nuevas moléculas quimicas, de fuentes sintéticas o de productos vegetales, para mejorar el tratamiento
actual de la enfermedad y aun de la participacion de la terapia génica, en tanto no se precise la
etiologia que permita orientar el tratamiento especifico y definitivo. Ademas, para el 2030, debido en
gran parte al aumento en la esperanza de vida en el mundo, la poblacion con diabetes tendra en
promedio 65 afios de edad en los paises desarrollados, en tanto que en los paises en desarrollo, como
México, serd de 45 a 64 afios. Se vaticina que México pasara de 2.5 millones a 6.5 millones,
aproximadamente, para el 2030, y ocupara la quinta posicion mundial [14,15].



Se ha estimado que cada afio mueren cerca de 4 millones de personas en el mundo por causa de
la diabetes y sus complicaciones en la microcirculacion (cardiovasculares), y como el nicleo de
personas diabéticas se encuentra en plena edad productiva, la incapacidad fisica ocasiona la ausencia
laboral y la dependencia social que demanda la atencion por otras personas, en el hogar o en medio
hospitalario, genera enormes problemas econdémicos [14].

En México el informe de Gobierno, establecié que la diabetes mellitus y sus complicaciones es
la primera causa de muerte en el pais, ya que de 20 918 muertes en 1985, asociados a ésta enfermedad,
se paso a 65 500 en septiembre del 2006. Un aumento aproximado del 300% en 20 afios, con una tasa
de mortalidad general de 1/48.96 (SSA, 2006). Para 2008 la DM fue la principal causa de muerte en la

poblacién mexicana [16].

La diabetes mellitus cronica degenerativa conduce a varias complicaciones serias a graves
entre las que destacan: microangiopoatia, polineuropatia, sindrome de pie diabético, retinopatia,
nefropatia, higado graso, macroangiopatia, gastroparesia diabética, cetoacidosis diabética y coma
diabético.

V. CUCURBITACINAS COMO AGENTES CON ACTIVIDAD BIOLOGICA RELEVANTE
POTENCIAL

Se han aislado diversas cucurbitacinas de diferentes plantas, géneros y familias, con multiple
actividad bioldgica.

Weckert, E. y cols en 1993 aislaron las kinoinas A, B y C de lberbillea sonorae (anteriormente

Maximowiczia sonorae), son glucésidos de cucurbitacinas [18,19].

Asimismo, los triterpenos, una de cuyas formas estructurales son las cucurbitacinas, estan
implicados en los mecanismos de accion y efectos farmacoldgicos de muchas plantas medicinales
utilizadas en medicina popular contra las enfermedades del sistema inmunitario: antiinflamatorio
(céncer), antiviral, antimicrobiano, antitumoral e inmunomodulador. Sus efectos no siempre han sido
claramente correlacionados y el nimero de compuestos realmente estudiado es limitado en
comparacion con el elevado nimero de principios que han sido aislados e identificados. Lanostanos,
oleananos y cucurbitanos, son los grupos mas interesantes, como dihidrocucurbitacina B y

cucurbitacina R aislados de Cayaponia tayuya (Cucurbitaceae), inhiben la reaccion inflamatoria,



reduciendo el edema y el infiltrado celular, en modelo de artritis en rata. Ademas se han estudiado las
respuestas alérgicas in vivo y los efectos de los mediadores implicados en la respuesta inmune in vitro.
Se analizaron los efectos de los triterpenoides sobre las reacciones de hipersensibilidad Tipo I, la
retardada, sus efectos inmunosupresivos, inmunoestimulantes y su actividad adaptogénica. Se refieren
también a las cucurbitacinas A, B, D, E, I, R y Q. Como se menciond antes, se sabe que la
dihidrocucurbitacina B inhibe la proliferacion de fitohemaglutinina A (PHA) en los linfocitos T
humanos estimulados, interrumpiendo el ciclo celular en la fase GO [20].

Asi, los triterpenos constituyen uno de los grupos mas interesantes de productos naturales
debido a su alto potencial como agentes farmacoldgicos. Generalmente estan presentes en plantas
usadas como etnomedicinas, como Astragalus membranaceus, Boswellia serrata, Cayaponia tayuya,
Ganoderma lucidum, Panax gisneng o Tripterygium wilfordii. Muchos de estos compuestos pueden
ser utilizados directamente como compuestos activos 0 modificados para aumentar su selectividad y

potencia [20].
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Fig. 1. Estructura quimica de cucurbitacinas activas.



VI. METABOLITOS SECUNDARIOS DE ORIGEN VEGETAL CON ACTIVIDAD
ANTIHIPERGLUCEMIANTE

Las terapias actuales para el tratamiento de la diabetes incluyen insulina asi como diversos agentes
antidiabéticos orales, tales como sulfonilureas, biguanidas, inhibidores de la a- glucosidasa y

glinidas que se utilizan como monoterapias 0 en combinacion para lograr una mejor regulacion.

Los agentes farmacoldgicos con el mayor efecto sobre la hiperglucemia pospandrial incluyen insulina
lispro, andlogos de amilina y los inhibidores de la a- glucosidasa [44].

En la hiperglucemia asociada con la diabetes, el uso de inhibidores de la aldosa reductasa se ha
utilizado para el tratamiento de complicaciones diabéticas. La aldosa reductasa es una enzima clave en
la via de los polioles, la cual cataliza la reduccion de la glucosa a sorbitol. Sin embargo el sorbitol
realmente no se difunde a través de las membranas celulares y la acumulacién intracelular de éste
alcohol se ha implicado en las complicaciones crénicas de la diabetes como la neuropatia periférica,
retinopatia y cataratas. Un estudio reciente informd que la aldosa reductasa puede estar involucrada
con otra sefial via de transduccidn en la patogénesis de la nefropatia diabética [44].

Desafortunadamente casi todos los agentes antidiabéticos orales tienen una serie de efectos
adversos graves. Por lo tanto, la investigacion en diabetes, para generar sustancias sin efectos
secundarios sigue siendo un reto. Asi, la basqueda de agentes hipoglucemiantes mas eficaces y mas
seguros ha continuado siendo un area importante de investigacion [44].

Una posibilidad para obtener nuevos farmacos antidiabéticos la constituye el area de los
productos naturales. Por ejemplo, se conoce que existen numerosas especies vegetales que son la base
para los tratamientos tradicionales de la diabetes. No obstante lo anterior y en contra de las
recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud de 1980, pocas especies utilizadas como

agentes antidiabéticos tradicionales han recibido un escrutinio cientifico o médico.

Existen a nivel mundial alrededor de 410 plantas medicinales que experimentalmente han
probado tener propiedades antidiabéticas. Sin embargo solo de 109 se conoce el mecanismo de accion.
Entre los varios mecanismo se incluyen: la modulacion de la glicolisis, la alteracion del ciclo de Krebs,

la modulacién de la glucogénesis, el cierre de la via de HMP, la sintesis del glicogeno y su



degradacion, la sintesis del colesterol, el metabolismo de los carbohidratos y su absorcion, y la sintesis
y liberacién de la insulina [43].

Adicionalmente, una revision de la literatura a nivel mundial sefialé a las especies: Gentiana
Olivieri Griseb (Gentianaceae), Bauhinia forficata koeingii (Leguminosae), Eugenia jambolana L.
(Myrtaceae), Lactuca indica L. (Compositae), Mucuna pruriens Bak. (Leguminosae), Tinospora
cordifolia W. (Menispermaceae), Momordica charantia L. (Cucurbitaceae), Aporosa lindleyana Baill
(Euphorbiaceae), Cogent db, Myrtus communis L. (Myrtaceae), Rhizoma Polygonati Odorati
(Liliaceae), and Terminalia pallida Brand. (Combretaceae) como las més conocidas como agentes
antihiperglucemiantes. Entre estas las especies Momordica charantia L. (Cucurbitaceae), Pterocarpus
marsupium Roxb. (Leguminoceae) y Trigonella foenum greacum L. (Leguminosae) han demostrado
ser beneficiosas pare el tratamiento de la diabetes tipo 2. Con respecto a M. charantia se ha informado
que el péptido charantin aislado de esta especie regula la glicélisis y el ciclo de Krebs. Igual actividad
se informd para el momordicosido, un glicosido de cucurbitacina presente en M. charantia [43].

Adicionalmente, cuatro glucdsidos del tipo cucurbitano, los momordicésidos Q, R, S, y T, asi
como el karavilésido XI, aislados de la Momordica charantia, y sus agliconas exhibieron un nimero
de efectos bioldgicos beneficiosos a la diabetes y la obesidad. Por ejemplo, tanto en los miotubos L6
como en los adipocitos 3T3-L1, estos compuestos estimularon la translocacién del GLUT4 a la
membrana, un paso esencial para la célula, ya que permite la entrada de glucosa en las células. Esto se
asocié con un aumento de la actividad de la proteina activada por AMP quinasa (AMPK), un mediador
clave en la via de la captaciébn de glucosa y la oxidacién de acidos grasos. Ademas, los
momordicosidos incrementaron la oxidacion de &cidos grasos y la disposicion de la glucosa en las
pruebas de tolerancia a la glucosa, tanto en los ratones insulina-sensibles como los resistentes a esta
proteina. Estos hallazgos indican que los triterpenoides del tipo cucurbitano, constituyentes
caracteristicos de la M. charantia, pueden proporcionar una nueva clase de agentes terapéuticos para la
diabetes y la obesidad [43].

SEIS PARRAFOS SIN CITA

Adicionalmente se mencionan cuatro plantas de la familia Cucurbitaceae: Citrullus colocynthis
(L.) Schrad que contiene glucésidos y saponina con efecto insulinotrépico; Coccinia indica Wight &
Arn. Esta suprime la sintesis de glucosa a través de deprimir la G-6-fosfatasa; ademas, tiene un efecto
secretagogo de insulina. Es notable que Momordica cymbalaria Fenzl ex Naudin es una de las pocas



plantas estudiadas clinicamente en humanos mediante ensayo doble ciego. Esta especie mostro efecto
antihiperglucémico en diabéticos; actuando por un incremento del glucdgeno hepatico [21].

Asimismo, se han aislado cucurbitacinas a partir de Cayaponia angustiloba, Cayaponia
racemosa and Gurania subumbellata [22] y glucésidos de cucurbitacina novedosos como la arvenina
de la Anagallis arvensis L. (Primulaceae) [23] y otros glucdsidos de cucurbitacinas como el
dammarano de Neoalsomitra integrifoliola [24].

Entre las plantas con datos etnofarmacoldgicos, fitoquimicos y de investigacion clinica actuales
en la literatura cientifica, ampliamente usadas y mejor conocidas en México, destacan: Cecropia
obtusifolia Bertol (Cecropiaceae); Equisetum myriochaetum Schlecht & Cham (Equisetaceae);
Acosmium panamense (Benth.) Yacolev (Fabaceae); Agarista mexicana (Hemsl.) Judd (Ericaeae);
Brickellia veronicaefolia (Kunth) A. Gray (Asteraceae); Parmentiera aculeata (Kunth) Seem
(Bignoniaceae) y Cucurbita ficifolia Bouché (Cucurbitaceae) [25], ésta denominada comunmente
chilacayote, muy conocida en todo México, acompafiante comun de los cultivos de maiz, frijol y

calabaza, utilizada como alimento en diversas formas y para el tratamiento de la diabetes mellitus.

El panorama de las plantas medicinales antidiabéticas en México se completa con las revisiones

diversas realizadas por Martinez, 1954, Diaz, 1976, Aquilar et al., 1994, Argueta, 1994, y Aquilar y

Xolalapa, 2002 mencionadas por Andrade y Heinrich en 2005, quienes han documentado, para

México, al menos 306 especies de 235 géneros y 93 familias, usados como “antidiabéticos”. Las
familias mas comunmente mencionadas son: Asteraceae, 47 sp.; Fabaceae, 27; Cactaceae, 16;
Solanaceae y Euphorbiaceae, 10 cada una; Laminaceae, 9 y Cucurbitaceae, 6. En la Tabla 1 se
muestran los estudios biolégicos hechos y la cantidad de metabolitos secundarios detectados en las
amilias anteriores de plantas hipoglucemiantes [25].



Tabla 1. Andlisis de plantas medicinales mexicanas [25].

Familia n | Estudios bioldgicos (EB) Metabolitos secundarios (MS)
Asteraceae 47 | Si: 15 No MS | Animales 69 plantas 1 MS
hipoglucemia
Fabaceae 27 | Si: 24 SiIMS | 24 conejo normal 60 plantas 2 MS
Cactaceae 16 | No: 114 Si 1 raton normal 13 plantas 3 MS
MS
Solanaceae 10 1 perro normal 3 plantas 4 MS
Euphorbiaceae | 10 16 raton DM
alloxana
Laminaceae 9
Cucurbiticeae 6

En la tabla 1 puede observarse que en la familia Asteraceae hay 15 plantas que tiene estudios
biolégicos (EB) pero no metabolitos secundarios (MS). En la familia Fabaceae se mencionan 24
plantas que tienen EB y MS. Entre las Cactaceas existen 114 plantas que no tienen EB, pero si MS.
Los estudios realizados en animales: 24 fueron pruebas de reduccion de glucemia en conejo normal,
una en raton normal, una en perro normal, y 16 pruebas en ratones con DM por alloxana. Respecto a
los MS, hay 69 plantas en que se menciona un solo MS, 60 plantas en la que se mencionan dos MS, 13
en que se nombran tres MS, y tres con hasta cuatro MS conocidos.

La mayoria de las plantas sélo tiene datos empiricos de uso contra la “diabetes mellitus” en la
medicina tradicional, pero carecen de estudios en animales de laboratorio, y ninguna menciona haber
sido realizado en seres humanos, excepto las cinco primeras que se analizan en el articulo de Andrade
y Heinrich, y s6lo dos plantas de éstas contienen cucurbitacinas (Tabla 2); hay cinco plantas de la
familia Cucurbitdcea y una de la familia Berberidaceae que contiene cucurbitacinas. Ademas,
menciona la Ibervillea sonorae, de la que otros investigadores aislaron las kinoinas A, B, C [18,19].

Vale destacar que las cinco plantas mas estudiadas s6lo Cucurbita ficifolia Bouché (llamada

Chilacayote) es de la familia Cucurbitaceae, y en ninguna se encontraron cucurbitacinas entre sus MS;
otros son los responsables de la actividad hipoglucemiante detectada, como las lectinas RLA(1),
RLA(2), RLA(3), en el Chilacayote.



Tabla 2. Plantas de la familia Cucurbitaceae y otra que es fuente de cucurbitacinas [25].

Nombre Nombre | Familia Parte de Estudios Metabolitos

cientifico comun planta. farmacolégi- | secundarios
Preparacion | cos

Cucurbita Calabaza | Cucurbitaceae | Fruta jugo Esteroles,

maxima flavonoides

Duchesne

Cucurbita Calabaza, | Cucurbitaceae | Hojas Conejo

mexicana Melén infusion, normal (++)

Damm fruta jugo

Melothria Sandiita | Cucurbitaceae | Planta (aérea)

pendula L. infusion

Momordica Cunde- Cucurbitaceae | Hojas en Terpenos,

charantia L. | amor, infusion esteroides,

flavonoides

Berberis Palo Berberidaceae | Corteza. Cucurbitacinas

moranensis muerto Infusion

Schult. &

Schult. f.

Apodanthera | Pisto Cucurbitaceae | Planta (aérea) cucurbitacinas

buraeavi infusion

Cogn.

El B-sitosterol, responsable del efecto hipoglucemiante de Azadirachta indica (figura 2) [21] esté&
presente en Cecropia obtusifolia Bertol. (Cecropiaceae) y Equisetum myriochaetum Schlecht & Cham
(Equisetaceae) [25] lo cual pudiera explicar en parte su actividad reductora de la glucemia.
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Figura 2. Genisteina (isoflavona), proantocianidina (polifenol), Charantina (glucosido de esterol), B-
sitosterol (esterol)

Numerosos remedios herbarios usados hoy en dia no se han sometido a una cuidadosa
evaluacion cientifica y algunos tienen el potencial para causar graves efectos tdxicos y mayor
interaccién con medicamentos. Es necesario continuar investigando para elucidar las actividades

farmacoldgicas de los remedios herbolarios utilizados para tratar la diabetes mellitus.

No obstante que muchas plantas mencionadas sélo tienen el dato etnobotanico y carecen de
estudios biolégicos y quimicos, la revision de Andrade y Heinrich [25] es muy relevante, entre otros

aspectos, porque sefiala caminos por explorar y, ciertamente, en exploracion.



Otros investigadores utilizando extractos de diferentes plantas llamadas copalchis mexicanos,
Hintonia latiflora, Exostema caribaeum, y una mezcla comercial de Hintonia standleyana y E.
caribaeum, mostraron efectos hipoglucémico y antihiperglucemiante significativos, en modelos
animales, e identificaron la dihidrocucurbitacina F de H. latiflora y H. standleyana. La H. latiflora,
mostré causar menor pérdida de peso que glibenclamida y regula el metabolismo y los niveles de
glucdgeno hepatico y de la insulina en plasma, al estimular su liberacion. Ademas, tienen efecto
antiplasmodico y antimicrobiano y las cucurbitacinas aisladas de H. standleyana tienen efecto
antinociceptivo, en ratones [26,27].

Aunque en el presente no hay una cura para la diabetes, ésta puede ser manejada mediante el
tratamiento con algunos tipos de farmacos antidiabéticos. Hay disponibles medicamentos para reducir
el nivel de glucosa en la sangre en la diabetes tipo 2, pero la mayoria de estos productos tienen efectos
colaterales negativos después de uso prolongado. En consecuencia, la busqueda de nuevos agentes
terapéuticos para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2, incluyendo plantas medicinales que han
sido usadas en la medicina folklorica, no sélo se justifica sino que se ha incrementado

significativamente en afos recientes.

En la medicina tradicional mexicana, hay aproximadamente 306 especies de plantas que han
sido usadas como remedios hipoglucemiantes [25]. Una de estas plantas es Ibervillea sonorae,
coloquialmente conocida como “Wereke”, la cual es ampliamente recomendada como agente
hipoglucemiante [28, 29], antibiotico [30], antiobesidad [31] y antirreuméatico en la medicina
folkldrica. Estudios previos con |. sonorae revelaron efectos antivirales, antifingicos [30] e
hipoglucemiantes [31]. Adicionalmente, se ha reportado que el extracto de diclorometano, de sus
raices, tiene accion hipoglucemiante en ratones sanos y en aquellos con diabetes inducida por alloxana
[32].

Ademas de la Ibervillea sonorae, otras seis especies del género Ibervillea crecen en México
[33]. Una de esas especies es I. lindheimeri, la cual tiene raices que al secarse y molerse tiene sabor
extremadamente amargo, similar al de la planta medicinal 1. sonorae. Tal similitud en aspecto y sabor
hace que facilmente se confundan. Sin embargo, debido a su importancia en la Medicina Tradicional
Mexicana la I. sonorae es la Unica especie que ha sido estudiada desde el punto de vista quimico; sus
resultados mostraron que esta planta sintetiza principalmente triterpenos de tipo cucurbitano,

conocidas como kinoinas [18,19].



Considerando lo anterior y con el propésito de valorar las supuestas actividades terapéuticas de
I. lindheimeri, decidimos evaluar las propiedades hipoglucemiantes tanto de extractos como de
metabolitos secundarios presentes en ésta especie.

VIIL. HIPOTESIS
Se conoce de las propiedades de la Ibervillea sonorae (wereque) en la medicina tradicional como
remedio contra la diabetes, entonces es factible que la Ibervillea lindheimeri también pudiese tener

propiedades antihiperglucemiantes.

VIIIl. OBJETIVOS
OBJETIVO PRINCIPAL
Evaluar las posibles actividades antihiperglucemiantes de extractos y metabolitos secundarios

provenientes de Ibervillea lindheimeri.

OBJETIVOS SECUNDARIOS.
Obtener extractos de hexano, acetato de etilo y metanol de la raiz de Ibervillea lindheimeri, y evaluar
su actividad antihiperglucemiante.

Aislar los metabolitos secundarios mas abundantes en la raiz de lIbervillea lindheimeri y

evaluar su actividad antihiperglucemiante.



IX. PARTE EXPERIMENTAL

A. METODOS GENERALES
Como técnica de separacion y purificacion se utilizé la cromatografia en columna abierta (CCA)
eluida con vacio y empacada con gel de silice (MN-Kieselgel G 60, MERCK®), malla 70-230. Se
utiliz6 una relacién de 10 g de silice por cada 1 g de mezcla a separar. En todos los casos se eluyo
primero con hexano y se aumentaba gradualmente la polaridad del eluyente con mezclas de hexano-
acetato de etilo hasta eluir con acetato de etilo y terminar con metanol.

El andlisis cromatogréfico en capa fina se realizd en folios de aluminio cubiertos con gel de
silice (ALUGRAM® SILG/UV3s4) y se reveld con luz UV (254 y 365 nm) y sulfato cérico (Ce,SO,) al
1% en &cido sulfurico (H2SO,), seguido de calentamiento.

Se realizaron analisis cromatograficos por medio de cromatografia liquida de alta resolucién
(CLAR) acoplada a un espectrémetro de masas marca Bruker serie Esquire modelo 6000 con fuentes
de ionizacion (APCI o ESI).

Los puntos de fusion se determinaron en un equipo Fisher-Johns y se reportaron sin
correccion.

Los espectros de IR fueron obtenidos con un espectrofotometro Nicolete modelo Magna 750,
mediante las técnicas de pastilla en KBr, disolucién y pelicula.

La Espectrometria de Masas fue generada por los equipos Hewlett-Packard® modelo JEOL
AX505 y JEOL SX102.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear proténica RMN (*H) y de carbono 13 (**C)
fueron obtenidos mediante los espectrometros Varian Gemini XL-200 y Varian VXR-300. Se
emplearon disolventes deuterados ALDRICH®: Cloroformo (CDCI3) y benceno (CgDs). Los
desplazamientos quimicos se reportan en ppm referidos al tetrametilsilano (TMS). Los experimentos
adicionales de RMN incluyeron DEPT, COSY, HETCOR y HMBC.

B. MATERIAL VEGETAL
Las raices de I. lindheimeri se colectaron cerca de La Estacion Pefia Blanca, Municipio de Pefia Miller,
en el Estado de Querétaro, México, por Figueroa-Hernandez J.L., en junio del 2007 y fueron
identificadas por el Dr. Rafael Lira. Un espécimen de herbario (MEXU 111000) fue depositado en el
Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Autdnoma de México, México.



C. OBTENCION DE EXTRACTOS
La corteza de la raiz de I. lindheimeri (1777 g) seca y molida fue extraida sucesivamente, a
temperatura ambiente, con hexano, acetato de etilo y metanol. La destilacion a presion reducida de los
disolventes permitio la obtencion de 8.8 g (0.5%), 30.2 g (1.7%) and 37.3g (2.1%) de los extractos de
hexano, acetato de etilo y metanol, respectivamente. Los extractos se mantuvieron a 4°C hasta ser

utilizados.

D. ANIMALES EXPERIMENTALES
Se utilizaron ratones machos CD-1, donados por la Facultad de Medicina, de la Universidad Nacional
Auténoma de México, de 60 a 65 dias de edad, con peso corporal entre 22 y 28 g. Los procedimientos
que implicaron el uso de animales y su cuidado fueron realizados con base en la Norma Oficial
Mexicana para el cuidado y manejo de los animales [34] y acorde con las normas internacionales
respecto al cuidado y uso de animales de laboratorio. Los animales fueron mantenidos bajo las
condiciones estandar del laboratorio y bajo una dieta estandar con pellets (Purina) y agua potable ad
libitum. Los ratones fueron colocados seis por jaula de acrilico con cama de viruta de madera
procesada y fueron puestos en condiciones de ayuno 12 h antes del experimento, permitiéndoles el

acceso solo al agua; durante el experimento fueron privados de agua y alimento.

Evaluacion de la dosis letal 50 (DLso)
El extracto de acetato de etilo de la corteza, el cual mostro actividad reductora de la glucemia, tuvo
una DLso de 557 mg/kg.
La fraccion del extracto de acetato de etilo, soluble en acetato de etilo nominada EEE fue mas
toxica ya que mostrd una DLso de 55 mg/kg, sin embargo su efecto antihiperglucemiante se obtuvo con

30 mg/kg/ip, sin que muriera animal alguno [35].

E. INDUCCION DE DIABETES EXPERIMENTAL
La diabetes mellitus (DM) fue inducida en los ratones mediante una inyeccion intraperitoneal (ip) de
estreptozotocina (STZ, Sigma Chemical Co, St. Louis MO, USA.) en dosis de 50 mg/kg de peso



corporal, cada 24 h, durante 3 dias, disuelta en buffer de citrato 0.1 M, a pH 4.5 y administrada en un
volumen de 0.1 ml/10 g de peso corporal (1 ml/kg). Siete dias después de la administracion de la STZ,
se determinaron los niveles de glucosa sanguinea en cada uno de los ratones. Aquellos animales con
valores de glucemia igual o mayores a 200 mg/dL se consideraron diabéticos y fueron incluidos en el
estudio. Como farmaco hipoglucemiante de referencia (estandar interno) se utilizé la glibenclamida en
dosis de 10 mg/kg/ip (Sigma Co, St. Louis MO, USA.), en un volumen de 0.1 ml/10 g de peso
corporal. La glucemia fue determinada utilizando el método enzimatico de la glucosa oxidasa
peroxidasa, mediante tiras reactivas de laboratorio (Sensor confort, Roche Diagnostics) midiendo la

densidad 6ptica con glucémetro electronico (Accuchek, Roche Lab. Manhheim, Germany).

F. ENSAYO BIOLOGICO
La actividad de los extractos y de los metabolitos secundarios (cucurbitacinas 1— 3) sobre la glucemia
fue evaluada en ratones sanos y ratones diabéticos por STZ (Sigma Chemical, Co. St. Louis MO,
USA). Se conformaron grupos de seis animales cada uno. Los animales fueron tratados con los
extractos en diferentes dosis ip utilizando como solvente aceite de maiz mas dimetilsulféxido (DMSO)
(Sigma Chemical, Co St. Louis MO, USA.), en un volumen de 0.1 ml/10 g de peso corporal. Los MS
fueron suspendidos en 0.05% de tween 80 (Sigma Chemical, Co. St. Louis MO, USA), en solucién
salina. Uno de los grupos utilizado como control recibio sélo aceite de maiz mas DMSO o solucién
salina.

Las muestras de sangre (aproximadamente 0.01-0.03 ml) se obtuvieron por amputacion de 1-2
mm del extremo terminal de la cola del raton. Los niveles de glucosa sanguinea se determinaron a las

0, 1, 3y 6 h después de la administracion de los extractos o de los MS.

Deteccidn y Aislamiento de los metabolitos secundarios més abundantes
El extracto de n-hexano (8.8 g) fue analizado por medio de la técnica de cromatografia de gases y
espectrometria de masas, acoplados (CG-EM). Se utiliz6 un espectrémetro de masas JMS-AX505HA
(JEOL) acoplado a un cromatografo GC Hewlett Packard 5890 Series Il equipado con una columna
capilar ultra 2 (Metilfenilo al 5 % entrecruzada con silicona (25 m X 20 mm i. d. X 0:33 um film). La
temperatura de la fuente i6nica fue de 300°C. EIl potencial de aceleramiento e ionizacion fueron de 3
kV y 70 eV, respectivamente. La temperatura de horno de la columna fue programada de la siguiente
forma: temperatura inicial 40 °C (1 min) seguido por un incremento de temperatura de 7 °C por min

hasta 300°C. La cuantificacién de los componentes se realizd con base en las aéreas de los diferentes



picos, sin la correccion por factores de respuesta. Los constituyentes fueron identificados por
comparacion de sus espectros de masas informados en la literatura asi como la biblioteca de datos del
Instituto de Estandares y Tecnologia (NIST 3.0). Los resultados se muestran, mas adelante, en la tabla
1.

Una alicuota de la fraccion soluble en acetato de etilo, obtenida del extracto de acetato de etilo
de I. lindheimeri (EEE) (15 g), fue separada utilizando una columna de cromatografia abierta (CCA).
De la fraccion eluida con la mezcla n-hexano:acetato de etilo (2:3) se aislo un sdlido amorfo. La
purificacion de este solido produjo 41.5 mg de 23-24-dihidrocucurbitacina F (2) y 320 mg de una
mezcla de sélidos. La purificacion de esta Gltima masa de sélidos por medio de CCA, al ser eluida con
la mezcla n-hexano:acetato de etilo (2:3) produjo 35 mg de 23-24-dihidrocucurbitacina D
(cucurbitacina R) (1). A partir de la CCA del extracto EEE, eluida con acetato de etilo, se aislaron 34
mg de 2-(O-B-D-glucopiranosil)-23-24-dihidrocucurbitacina F (3). La identificacion de 1-3 se logré
mediante la comparacion de sus datos fisicos y espectrales con los datos publicados (Fig. 3). [23,24,
26,27]

1R=H,R=0
2Ry =HR=oOH

3R1=

Figura 3. Estructura de las cucurbitacinas 1-3 de I. lindheimeri.

X. RESULTADOS
Aungue los extractos de n-hexano, acetato de etilo y metanol se ensayaron como agentes
hipoglucémicos, sélo el extracto de acetato de etilo (EE) mostré una reduccion de los niveles de
glucosa en sangre en ratones sanos. Sin embargo, la toxicidad de este extracto fue evidente; en dosis de



100 y 50 mg/kg, todos los animales experimentales murieron, aunque la muerte ocurrié en diferentes
momentos después de la administracion de EE (Tabla 3). La toxicidad de la EE por el procedimiento
Lorke [35] mostr6 una DLsg de 39,37 mg/kg.

Tabla 3. Efecto del extracto de acetato de etilo, en relacion de dosis usada, en los niveles de glucosa en
ratones CD-1 sanos y en ayunas.

Glucosa en sangre [mg/DL]
Oh 1h 3h 6h
Control (vehiculo) 77.618 76.6x7 78.1+8 87.1+5
EE extracto ip
25 mg/kg 73.1+7 69.1+5 54.6+6* 42.1+6*
50 mg/kg 73.319 67+10 30+10* 22.3+9*
100 mg/kg 78.3+12 65.8+10 18+4* 15+3*

Cada valor es la media + desviacion estandar paran = 6 ratones en cada grupo. Valores de * P < 0,05 fueron significativamente
diferente por ANOVA seguido por la prueba de Dunnett

A la dosis de 100 mg/kg, todos los animales murieron 24 h después de la administracion de EE. A la
de dosis de 50 mg/kg, 50% de los ratones murié 48 h después de la administracion de EE. Mientras
que a la dosis de 25 mg/kg 2 animales murieron 48 h después de la administracion de EE.

Tomando en cuenta estos resultados se decidid tratar sucesivamente éste extracto con n-hexano,
acetato de etilo y metanol para dar las fracciones EEH, EEE y EEM, respectivamente. Sin embargo,
solo EEE causé una disminucion significativa en los niveles de glucosa sanguinea en los ratones.
Aunque EEE mostré una toxicidad mas baja que la de la EE, sin embargo, a la dosis de 150 mg/kg de
EEE, y 7 horas después de la administracion del extracto todos los animales murieron. A la dosis de 75
mg/kg, todos los animales murieron 24 horas después de la administracion del extracto. Sin embargo, a

la dosis de 37,5 mg/kg, no se observd la muerte 7 dias después de la administracién (Tabla 4).



Tabla 4. Efecto de la fraccién EEE del extracto de acetato de etilo, en relacion de dosis usada, en los
niveles de glucosa en ratones CD-1 sanos y en ayunas.

Grupo Glucosa en sangre [mg/DL]
Oh 1lh 3h 6h

Control 5243 62+16 58+10 4849

(vehiculo)
EEE extracto ip

37.5 mg/kg 60x9 6419 55+12 34+9*
75.0 mg/kg 66+11 69+13 30+£10* 23+£10*
150 mg/kg 85+10 33+12* 16+7* 15+4*

Cada valor es la media + desviacion estandar paran = 6 ratones en cada grupo. Cada valor * P < 0,05 se determind que era
significativamente diferentes por ANOVA seguido por la prueba de Dunnett

La separacion cromatografica del EEE permiti6 la obtencion de la 23, 24-dihidrocucurbitacina D (1),
la 23, 24-dihidrocucurbitacin F (2), y la 2-O-B-D-glucopiranosil-23, 24-dihydrocucurbitacin F
(arvenina 1V) (3). Los compuestos 1-3 se identificaron por comparacion de sus datos espectroscopicos
con los de la literatura (Fig. 4) [22-24].

1 R1= H, R2= O

2 R1 = H,R2= o OH

3 R4 = -B-D-glucopiranosil R, =0

4 R{=H, Ry=-O-p-D-glucopiranosil, Ho

Figura 4. Estructura de las cucurbitacinas 1-3 aisladas de I. lindheimeri, y del glicésido 4
aislado de Hintonia standleyana

Teniendo en cuenta que el extracto EEE, el cual contiene las cucurbitacinas 1-3 no indujo la
muerte de ningln animal a 37,5 mg/kg, y suponiendo que un compuesto puro puede ser mas potente,
se decidié evaluar los compuestos 1-3 a la dosis de 25 mg/kg. Todas las cucurbitacinas ensayadas
produjeron una disminucién significativa de los niveles de glucosa en sangre en ratones con diabetes
inducida por STZ. El triterpeno 1 disminuyé el nivel de glucosa en sangre por 70,8% en comparacion
con el grupo de control, mientras que loa triterpenos 2 y 3 redujeron este nivel por 64,5% y 65,5%,
respectivamente, cuando se midié 6 horas después de la administracion de extracto (Tabla 5). No se



observé la muerte de animales 7 dias después de la administracion de 1-3. Las pequefias cantidades

disponibles de los compuestos aislados no permitieron la determinacién de los valores de DEsy.

Tabla 5. Actividad de 1 — 3 en los niveles de glucosa en sangre en ratones CD-1 diabéticos (STZ) en

ayunas.

Grupo Glucosa en sangre [mg/DL]
Oh 1lh 3h 6h
Control (vehiculo) 296 £+85 252465  194+46 189+31*
Glibenclamida (10 255+10 177+413.3 75%13.67* 50+8.8*

mag/kg/ip)
Extracto (30 mg/kg/ip) 201+29.8 224+55.7 138+44* 86+25.5*

Compuesto (25 mg/kg ip)

1 373+33  217+36* 64+13* 55+11*
2 29633  295+23  169+26* 65+15*
3 210£37 180+31  100+25* 67+18*

Cada valor es la media + desviacion estandar de n = 6 ratones en cada grupo. * P < 0,05 se determind que era significativamente
diferente por ANOVA seguido por la prueba de Dunnett.

Sin embargo, a las mismas dosis, ninguno de los compuestos demostré actividad hipoglucemiante

cuando se administraron a ratones en ayunas normales (Tabla 6).



Tabla 6. Actividad del extracto y los compuestos 1-3 en los niveles de glucosa en la sangre en ratones
CD-1 sanos en ayunas.

Grupo Glucosa en sangre [mg/DL]
Oh 1h 3h 6 h
Control (vehiculo) 63 £3 677 6416 637
Compuesto (25 mg/kg pc/ip)
1 6816 777 579 50+8
2 6015 6216 40+10* o57+14
3 7415 91+13 53+8 60+12

Cada valor es la media + desviacion estdndar para n = 6 ratones en cada grupo. * P < 0,05 se determiné que era significativamente
diferente por ANOVA seguido por la prueba de Dunnett.

Por otro lado, con el fin de aportar mas datos para la caracterizacién quimica de Ibervillea lindheimeri

se analiz6 el extracto de n-hexano mediante cromatografia de gases acoplada a un espectro de masas.

En la tabla 7 se observan los compuestos mas abundantes donde resalta la presencia de acidos grasos

de cadena larga asi como esteroles.

Tabla 7. Constituyentes detectados por CG/EM en Ibervillea lindheimeri

No. | Tiempo de | Compuesto Area | Peso Formula
retencion % molecular
1 20.15 Acido palmitico 6.18 270 C17H340,
2 22.43 Acido linoleico 8.75 280 C1gH320
3 22.52 (2)6, (Z)9-pentadecadien-1-ol 6.90 224 Cyi5H250
4 22.70 Acido Octadecanoico, 2-(2-hidroi-etoxi) | 5.45 372 C22H4404
etil éster

5 32.34 Ergosta-4,6,22-trien-3-ol (esterol) 4.55 396 CogHas O
6 32.89 Estigmastan-3,5-dieno 21.05 396 CagHus

7 33.05 Cycloeucalenol 7.47 426 CsoHs00
8 34.95 Condrillasterol 9.54 412 Ca9H4s0
9 35.58 (3B,5a,24s)-Estigmast-7-en-3-ol 25.38 414 Co9Hs500
10 35.79 Cicloartenol 4.68 426 CsoHs500




X1. DISCUSION.

Una blsqueda en la literatura cientifica reveld que el presente trabajo es el segundo informe sobre
especies del género Ibervillea. Como antes se menciono, la Unica especie que habia sido quimicamente
estudiada es I. sonorae la cual sintetiza triterpenos de tipo cucurbitano denominados kinoinas. Una
caracteristica estructural de estos compuestos es que las cucurbitacinas aisladas de |. sonorae no
presentan un sustituyente en el C-2 del anillo A. Por el contrario los compuestos 1-3 aislados de 1.
lindheimeri tienen un residuo hidroxilo en el C-2 del anillo A. Por ejemplo, la Unica diferencia
estructural entre la kinoina B aislada de 1. sonorae y la 23,24-dihidrocucurbitacina D (2) aislada de |I.
lindheimeri es la presencia de un grupo hidroxilo en el C-2 en la cucucurbitacina 2.

La presencia de triterpenos tipo cucurbitano en I. lindheimeri esta acorde con estudios previos
donde indican que este tipo de metabolitos secundarios son tipicos de la familia Cucurbitaceae.

Por otro lado, la distribucién de los metabolitos secundarios sintetizados por estas dos especies
de Ibervillea es completamente diferente. Por ejemplo, la 23,24-dihidrocucurbitacina F presente en |I.
lindheimeri es sintetizada también por varias especies de diferentes géneros de la familia
Cucurbitaceae [36,37] e incluso por especies de otras familias, tal como la Begonia heracleitolia
(Begoniaceae) [38]. En contraste, los kinoinas A, B y C han sido aisladas sélo de I. sonorae.

Adicionalmente el andlisis quimico mediante GC-MS del extracto de hexano de I. lindheimeri
demostro la presencia de esteroles y triterpenos, como se indica en la tabla 7.

Los compuestos 1-3 fueron evaluados como agentes antihiperglucémicos a la dosis de 25
mg/kg. Todas las cucurbitacinas evaluadas indujeron una disminucién significativa de los niveles de
glucosa en sangre en ratones diabéticos inducida por STZ. El triterpeno 1 disminuyé el nivel de
glucosa en sangre por 70,8% en comparacion con el grupo de control, mientras que 2 y 3 redujeron
este nivel por 64,5% y 65,5%, respectivamente, cuando se midi6 6 horas después de la administracion
de extracto (Tabla 6). No se observé la muerte de animales 7 dias después de la administracién de los
compuestos 1-3. Las pequefias cantidades disponibles de los compuestos aislados no permitieron la
determinacion de los valores de DEsy.

De acuerdo con nuestros resultados, la presencia de una cetona en C-3, como en 1y 3, 0 un
residuo de alcohol, como en 2, no es relevante para la actividad antihiperglucémica. Sin embargo, la
comparacién de la actividad de 1 y 3 a dosis molares reveld que la presencia de un residuo
glucopiranosilo en C-2, como en 3, es importante para el efecto antihiperglucémico.



Notablemente, a las mismas dosis, ninguna de las sustancias aislados demostrd actividad
hipoglucemiante cuando se administra a ratones en ayunas normales (Tabla 6).

Estos hallazgos indican que posiblemente las cucurbitacinas 1-3 solo actlen en animales con
funcion inadecuada de la insulina, ya sea por falta de produccion de esta hormona o por su escasa
interaccién con sus receptores.

Aunque los compuestos de tipo cucurbitacina se han aislado de 1. sonorae, la actividad
hipoglucémica de esta especie se atribuyd a la mezcla de cinco acidos grasos y once monoglicéridos
[29]. Sin embargo, estudios previos han informado que cucurbitacinas, tales como la cucurbitacina B y
la 3-O-B-D-glucopiranosil-23,24-dihydrocucurbitacin F (4), presentan actividad antihiperglucémica.
Por ejemplo la 3-O-B-D-glucopiranosil-23,24-dihidrocucurbitacina  F (4) indujo actividad
antihiperglucémica significativa en dos experimentos subagudos de largo plazo: tanto en animales que
estaban desarrollando diabetes asi como en animales con diabetes inducida por STZ.

En ese experimento se utilizé una dosis baja de STZ que produjo una destruccion incompleta
de B-células pancreéticas. Teniendo en cuenta lo anterior los autores propusieron que el posible efecto
del glicésido 4 fue el aumento de la renovacion de las B-células o permitir la recuperacion de pB-células
parcialmente destruidas y por lo tanto estimular la secrecidn pancreatica de insulina [27].
Curiosamente, en un trabajo anterior de los mismos autores mostraron que 4 sélo actu6é en animales
diabéticos y no en las ratas sanas [26]. Es notoria la estrecha relacién estructural entre las
cucurbitacinas 1-3 con el glicosido 4, lo cual indica que el esqueleto 23,24-dihidro-2,16,21,25-
tetrahidroxi-11, 22-diceto-cucurbi-5-eno es adecuado para una accién antihiperglucemiante.

1 R1= H, R2= O

2 R1 = H,R2= o OH

3 R4 = -B-D-glucopiranosil R, =0

4 R{=H, Ry=-O-p-D-glucopiranosil, Ho

Figura 4. Estructura de las cucurbitacinas 1-3 de I. lindheimeri, y del glicésido 4 de Hintonia
standleyana



Por otra parte, se ha informado que los cucurbitacinas momordicina 1l y kuguaglycosido T
aislados de M. charantia mostraron la secrecion de insulina in vitro.

Si bien existen numerosos informes que apoyan tanto in vitro como in vivo propiedades anti-
diabéticas de las cucurbitacinas, no se conoce con certeza el mecanismo de accion de estos triterpenos.
Uno, como ya se menciond, es la posible liberacion de insulina por estos triterpenos. Otra es la
activacion de la proteina activada por AMP (AMPK). Muchos estudios sugirieron que la AMPK
activa, coordina una variedad de procesos metabdlicos, la mayoria de los cuales conducen a la
reduccion de almacenamiento de energia y el 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. De manera interesante, se ha informado que varias cucurbitacinas tienen actividad en
AMPK. Por ejemplo las cucurbitacinas: mogrol, 3-hidroximogrol y 3-hidroxi-25-deshidroxi-24-
oxomogrol, todas aisladas de Siraitia grosvenorii, aumentan la fosforilacion de AMPK [39]. Por otra
parte, se ha informado de que 5B, 19-epoxi-25-metoxi-Cucurbita-6,23-dieno-3p ,19-diol, una
cucurbitacina aislada de M. charantia posee mdltiples funciones. Ademdas de una actividad
hipoglucémica en las células resistentes a la insulina y un activador de la AMPK, esta cucurbitacina
también muestra un efecto anti-inflamatorio en las células tratadas de TNF-[1 [40]. En otro estudio, en
la misma especie se demostro que las cucurbitacinas momordicosido S, karavilosido XI asi como sus
agliconas estimulan la translocacion de GLUT4 tanto en microttbulos L6 como en adipocitos 3T3-L1.
Este efecto se asocié con un aumento en la actividad de la enzima AMPK [41].

Se sabe que en respuesta a la ingestion de alimentos, las células enteroendocrinas de la mucosa
intestinal liberan hormonas como la GLP-1 que puede estimular la secrecién de insulina desde el
pancreas endocrino y de ese modo reducir la glucosa en sangre. Informes recientes indican que las
cucurbitacinas aisladas de M. charantia, 19-nor-cucurbita-5-(10)- 6,8,22-(E)-pentaen,24-3p3-ol, y
5B,19-epoxycucurbita-6,24-dieno-3p3,23&-diol (karavilagenina E,) estimulan la secrecion de GLP-1
[42].

En resumen hay informacion bibliografica que demuestra que diferentes cucurbitacinas tienen
propiedades antidiabéticas que apoyan nuestros hallazgos. Sin embargo, para aclarar el mecanismo por
el que 1 — 3 produjeron su efecto hipoglucémico requiere mas experimentos.



XI1. CONCLUSIONES.

El aislamiento de las cucurbitacinas 1 — 3 de la raiz de Ibervillea lindheimeri estd de acuerdo con
estudios previos que sefialan que este tipo de metabolitos secundarios son tipicos de las especies de la
familia Cucurbitaceae. Sin embargo es notorio que las cucurbitacinas aisladas de Ibervillea lindheimeri
tengan sustituyentes oxidados en la posicion C-2 como varias otras especies de la familia
Cucurbitaceae, mientras las cucurbitacinas aisladas de I. sonorae no presentan sustituyentes en C-2. Lo
que marca una diferencia quimiotaxonémica entre estas dos especies del género Ibervillea.

Por otro lado el hallazgo de que los triterpenos 1 — 3 tengan actividad antihiperglucemiante en
ratones diabéticos pero sean inactivos en ratones sanos indica que estos compuestos actlan en
animales cuya funcién de la insulina es deficiente ya sea por falta de produccion de ésta hormona o por
su poca interaccidn con sus receptores. lgual comportamiento se observo con el glicésido 4, lo que
podria sefialar que el esqueleto 23,24-dihidro-2,16,21,25-tetrahidroxi-11, 22-diceto-cucurbi-5-eno es
adecuado para restituir las funciones de la insulina. Sin embargo se requieren de estudios posteriores

para apoyar ésta propuesta.
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ANEXOS
Espectros de resonancia magnética nuclear de

los compuestos aislados
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1. Espectro de RMN de *3C de la 23,24-dihidro cucurbitacina D (2)
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2. Espectro HSQC de la 23,24-dihidro cucurbitacina D (2)

f1 (ppm)
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3. Espectro DEPT de la 23,24-dihidro cucurbitacina D (2)
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4. HMBC ESPECTRO de la 23,24-dihldro cucurbitacina D (2)
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5. 'H NMR espectro de la 23,24-dihldro cucurbitacina D (2)
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6. Espectro HSQC de la 23,24-dihidro cucurbitacina F (1)

f1 (ppm)
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7. 'H NMR espectro de la 23,24-dihidro cucurbitacina F (1)
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8. 3C RMN espectro de la 23,24-dihidro cucurbitacina F (1)
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9. Espectro DEPT de la 23,24-dihidro cucurbitacina F (1).
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10. 'H RMN espectro de la 2-O-B-D-glucopiranosil-23,24-dihidro cucurbitacina D (3)
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11. C RMN espectro de la 2-O-B-D-glucopiranosil-23,24-dihidro cucurbitacina D (3)
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12. Espectro DEDPT de la 2-O-B-D-glucopiranosil-23,24-dihidro cucurbitacina D (3)
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