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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Diabetes mellitus.

1.1.1 Definicion.

Segun la NOM-015-SSA2-2010, para la prevencion, tratamiento y control de la
diabetes mellitus (DM), este trastorno estd definido en México como una
“‘enfermedad sistémica, cronico—degenerativa, de caracter heterogéneo, con
grados variables de predisposicion hereditaria y con participacion de diversos
factores ambientales. Se caracteriza por hiperglucemia cronica debido a la
deficiencia en la produccion o accién de la insulina, lo que afecta al metabolismo
intermedio de los hidratos de carbono, proteinas y grasas”. Clinicamente, dichas

anormalidades resultan en complicaciones que incluyen dafios neuropéticos y
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trastornos micro- y macrovasculares, como el dafio en los vasos sanguineos
periféricos, que pueden derivar en amputaciones, ceguera e hipertension, entre

otros 1'% 3,

1.1.2 Clasificacion.
La Sociedad Americana de Diabetes (ADA, por sus siglas en inglés) clasifica a

la diabetes como * > ©;

a) Diabetes mellitus tipo 1 (DMT1), antes conocida como insulinodependiente,
gue es causada por una destruccion de las células B de los islotes pancreaticos de

Langerhans y se caracteriza por la deficiencia de insulina.

b) Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), es aquella en la que se presenta una
deficiencia en la secrecién de insulina ademas de resistencia por parte de los
tejidos dependientes de glucosa, como musculo, higado y tejido adiposo, para

captar la insulina, resultando en el manejo ineficiente de la glucosa.

C) Otros tipos especificos de diabetes, asociados con sintomas o sindromes
identificables, como los defectos genéticos en la funcion de las células B del
pancreas o en la accién de la insulina, enfermedades del pancreas exdcrino, las
endocrinopatias, induccién por farmacos o quimicos, infecciones, formas poco
comunes de diabetes mediadas por el sistema inmune y otros sindromes

genéticos asociados con la diabetes.
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d) Diabetes gestacional, que afecta solamente a las mujeres que se
encuentran en etapa de gestacion y comunmente desaparece al término del
embarazo. Si no se trata adecuadamente y a tiempo, puede traer consecuencias
indeseables tanto para la madre como para el producto, como el desarrollo
temprano de diabetes en el nifio 0 que la madre sea diabética aun después de

terminado el embarazo.

1.1.3 Complicaciones.

Segun la adherencia del paciente al tratamiento, tanto farmacolégico como no
farmacoldgico, pueden o no presentarse complicaciones, como la cetoacidosis y el
estado de hiperglucemia hiperosmolar. En la cetoacidosis, la glucosa es sustituida
por grasa como fuente de energia, en la medida que esta ultima se descompone,
los acidos cetonicos se acumulan en la sangre y orina; a niveles altos, estos
acidos son toxicos. Se produce ademas una hiperglucemia, con valores de
glucosa plasmatica superiores a los 300 mg/dL, debido a que la falta de insulina

provoca acumulacién de glucosa plasmaética * > 7.

A su vez, el estado hiperosmolar hiperglicémico, antes conocido como coma
hiperosmolar no ceténico, consiste en un estado en el que el paciente presenta
una excesiva hiperglicemia, ademas de una marcada hiperosmolaridad.
Fisiopatolégicamente se debe a una ausencia relativa de insulina, lo que

desencadena una baja en el aprovechamiento de glucosa por parte del masculo
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esquelético; esto inicia mecanismos compensadores como gluconeogénesis y
glucogendlisis, para incrementar la produccion de glucosa necesaria para el
funcionamiento del masculo lo que conlleva a un aumento en la glucosa circulante

y ocasiona una diuresis osmética, sin la presencia de cuerpos ceténicos & 1°,

Es conocido que la DMT2 trae consigo el riesgo de desarrollar, a largo plazo,
retinopatias, cataratas, glaucoma, nefropatia, problemas cardiacos, eventos
cerebrovasculares, hipertension arterial, enfermedad arterial periférica,
insuficiencia renal y enfermedades del sistema nervioso central, que incluyen a las
neuropatias, enfermedades mentales y dérmicas, problemas nerviosos (como
depresion o ansiedad), digestién lenta de los alimentos, disfuncion eréctil y
sindrome del tunel carpiano, entre otras, causadas por dafios a nivel
microvascular y macrovascular; en ambos niveles se involucran factores como el
dafio en el endotelio capilar, el sistema de coagulacién, eritrocitos, y lipidos.
Ademas, el dafio a nivel bioquimico puede traer como complicacion la
hiperglucemia, producto de la disminucion en la oxidacibn de glucosa y la
reduccion de su depdsito como glucégeno, aunado al incremento de la produccién

hepética de este Gltimo %3 " 1.
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1.1.4 Factores de predisposicion.

Los factores de riesgo mas comunes asociados a esta enfermedad son la
obesidad y/o sobrepeso, hipertension arterial, sedentarismo, dislipidemias,
tabaquismo, ingesta descontrolada de carbohidratos y grasas saturadas, herencia,
edad, peso mayor a cuatro kilogramos (kg) al nacer y la raza, pues se sabe que
los latinos tienen una prevalencia mayor del 10 %, segun estudios realizados por

el Centro de Control de Enfermedades (CDC, segun sus siglas en inglés) * % 2.

1.1.5 Prevalencia de la diabetes en México.
La DMT2 es considerada uno de los padecimientos no transmisibles mas
peligrosos ya que, junto con los problemas cardiovasculares y el cancer, ocupo el

primer lugar de defunciones en el afio 2010, al reportarse mas de 83,000 muertes

7,14, 15

El Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica (INEGI) registré en
el aflo 2011 que del total de defunciones a nivel nacional, el 13.7% de los
fallecimientos fueron a causa de la diabetes y de sus complicaciones; mientras
gue en Nuevo Ledn el porcentaje fue de 10%. En los datos de la Encuesta
Nacional de Salud (ENSANUT) 2012, se identificaron a mas de 6.4 millones de
adultos con diabetes, es decir, 9.2% de la poblacion adulta en el pais cuenta ya
con un diagnéstico de diabetes y la prevalencia se incrementa conforme aumenta

la edad. Ademas, se observé que la mayor incidencia en el pais se identifica en el
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Distrito Federal, Nuevo Ledn, Veracruz, Estado de México, Tamaulipas, Durango y

San Luis Potosi > 1°,

Es importante sefalar también que en México gran parte de la poblacion que
padece diabetes se compone de personas que cuentan con recursos limitados y
factores sociales que complican el control ideal de la enfermedad, como se reporta
en un trabajo realizado en el afio 2007, donde se declara que es la enfermedad
mas frecuente en personas de la tercera edad, en grupos sociales donde la
escolaridad es baja y donde los ingresos son minimos, teniendo uno o dos salarios
minimos como sustento. Ademas, la poblacion que es mas propensa a tener
diabetes es aquella que se encuentra en las zonas urbanas de regiones del norte
del pais; personas que cuentan con un historial familiar de diabetes, con
sobrepeso u obesidad y acumulacion de grasa en el abdomen, también con
problemas de hipertension arterial, hipercolesterolemia, enfermedades renales y
microalbuminuria; si ingieren bebidas alcohdlicas y/o fuman. Todos estos factores

hacen del individuo un excelente candidato a padecer en un futuro DM2 & 71719,

Los cambios demograficos y epidemioldgicos presentes en el pais, influyen
sobre el estilo de vida social de la poblacién mexicana, ya que la economia es un
factor determinante para la vida cotidiana de ciertos sectores poblacionales; las
personas se ven en la necesidad de modificar sus habitos de alimentacién o

descanso, por ejemplo, para tener una mejor calidad de vida. Esto se ve reflejado
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en que los recesos se ven disminuidos en tiempo, por lo que se demanda una
alimentacion que pueda consumirse en el menor tiempo posible, lo que conlleva a
la ingesta de alimentos procesados que regularmente cuentan con un mayor
aporte caldrico y con menor calidad nutricional, lo que se deriva en sobrepeso u

obesidad y -eventualmente- en diabetes.

1.1.6 Prevalencia a nivel mundial.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Asociacion Americana de
Diabetes (ADA, por sus siglas en inglés) estiman que hay casi 26 millones de
nifios y adultos que padecen diabetes tan solo en los Estados Unidos, mientras
gue en México la cifra aumenté a mas de seis millones en el 2012. En el afio 2010
se estimo que habia 285 millones de personas con esta enfermedad, mientras que
se considera que cada afio, siete millones mas la adquieren, segin la OMS.
Ademas, el CDC ha declarado que la diabetes es la principal causa de
enfermedades cardiacas, accidentes cerebrovasculares, amputaciones no
traumaticas y falla renal, entre otras complicaciones. En estudios recientes
realizados en Estados Unidos en personas con DMT2 mayores de veinte afios de
edad, se pudo notar que las personas de color e hispanos, principalmente
mexicanos y sudamericanos, son mAas susceptibles a desarrollar dicha

enfermedad >4 1°,
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1.1.7 Importancia social y econémica.

La diabetes es un padecimiento en el que el tratamiento, tanto de la
enfermedad como de sus complicaciones, genera un costo de millones de ddlares
en el mundo. Tan solo en los Estados Unidos, en el ailo 2007 el manejo de la
enfermedad tuvo un costo total de alrededor de $174 millones de ddlares, donde
se gastaron $116 millones de dolares en costos médicos directos, los cuales
incluyen visitas al médico y gastos para tratamiento; mientras que los $58 millones
restantes fueron para los costos indirectos, como invalidez, incapacidad productiva

y morbilidad prematura * **.

El costo generado en Meéxico en el afio 2006 por diabetes mellitus,
enfermedades cardiovasculares y obesidad, superé los 225 millones de pesos, de
los que el 40.6% fue destinado Unicamente a DM, entre gastos hospitalarios, de
consultas médicas, de suministros médicos y farmacéuticos, ademas de

programas de salud publica *°.

Ademas, por las complicaciones que conlleva esta enfermedad la catalogan
como la causa principal de ingreso hospitalario en el sistema nacional de salud
popular y de atencion médica de consulta externa, siendo la enfermedad que
causa mayor gasto, con casi el 20%. La diabetes es la primera causa de ceguera

adquirida y de amputaciones no traumaticas de miembros inferiores ** > .
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El Instituto Nacional de Salud Publica de México (INSP) reporta que, de las
complicaciones por paciente con mas notificaciones por parte de diabéticos con
diagnostico previo, el 47.6% fue por disminucion de la visién y 38% presenté
ardor, dolor o pérdida de sensibilidad en los pies. Dentro de los reportes
considerados como de gravedad, se considerd a las amputaciones de miembros,

didlisis e infartos al miocardio %17,

1.1.8 Tratamiento no farmacoldgico

Las principales medidas de control no farmacolégico para la DMT2 se centran
en la dieta y el ejercicio. Se recomienda que el paciente disminuya o evite, en la
medida de lo posible, el consumo de grasas saturadas, carbohidratos, alcohol y
tabaco. Las anteriores recomendaciones deben ir a la par de un control regular del
peso y de niveles de glucosa plasmatica, ademas de la prevencion de posibles

focos de complicaciones de la enfermedad.

Es importante subrayar que el aumento en el gasto calérico y la reduccion de la
ingesta energética deben ir en conjunto para obtener resultados mas efectivos,

duraderos y evidentes.
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1.1.9 Tratamiento farmacoldgico
Para el control farmacol6gico de la diabetes, segun los diferentes esquemas de
salud, nacionales e internacionales, los principales grupos de farmacos que se

emplean se enlistan a continuacién > * °:

a) Sulfonilureas.

Las sulfonilureas se unen a un receptor especifico de sulfonilurea (SUR, por sus
siglas en inglés) en las células B del pancreas y a esta union se le acopla una
molécula de ATP (adenosin trifosfato) que es dependiente del canal de los iones
de potasio, lo que causa disminucion de la salida de potasio y despolarizacion de
la membrana. Los canales dependientes de calcio se abren y permiten la entrada
de iones calcio. Al aumentar la concentracion de calcio, se realiza una
translocacion de los granulos secretorios de insulina en la superficie celular y
ocurre exocitosis de los mismos, lo que ocasiona una elevada concentracion de
insulina desde el pancreas, que se desplaza via vena portal y suprime a su vez, la
secrecion de glucosa hepética. Ejemplos de este grupo son glibenclamida,

tolbutamida, clorpropamida, tolazamida, acetohexamida, glipizida y glimepirida.

b) Biguanidinas.

Mejoran la sensibilidad de captacion de la insulina por parte de los tejidos
hepatico y periférico (musculo), permitiendo un incremento en la recaptacion de
glucosa por parte de estos. El mecanismo de accion exacto de este grupo de
farmacos no se conoce por completo, pero se sabe que la actividad de la proteina

quinasa adenosin 5-monofosfato, el aumento de la actividad de la tirosina quinasa
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y el transportador GLUT4 participan en é€l. En esta familia se encuentra la

metformina.

C) Inhibidores de la a—glucosidasa.

Ejemplos de este grupo de farmacos son la acarbosa y el miglitol. La familia de
enzimas de a-glucosidasas como sucrasa, maltasa, isomaltasa y lactasa,
hidrolizan los almidones complejos que se encuentran en la luz del intestino
delgado en oligosacéridos y a estos en monosacaridos como la glucosa, que se
absorben rapidamente. Los inhibidores de la a-glucosidasa inhiben
competitivamente a las enzimas antes descritas, causando un retraso en el
rompimiento de carbohidratos complejos a glucosa, lo que da como resultado una

reduccion de los niveles plasmaticos de glucosa posprandial.

d) Tiazolidinedionas.

Estos farmacos reducen la resistencia a la insulina periférica a través de la
activacion del Receptor Gamma Activado Proliferador de Peroxisomas (PPAR-y),
que es un receptor nuclear encargado de regular la transcripcion de algunos
genes que responden a la insulina para regular el metabolismo de lipidos y
carbohidratos. Sus farmacos mas representativos son la pioglitazona y la

rosiglitazona.

e) Inhibidores de la Dipeptidil Peptidasa IV (DPP-IV).

Este grupo ocasiona el incremento en la duracion de la vida media de un péptido
parecido al glucagéon producido endégenamente. Los inhibidores de la DPP-IV

reducen parcialmente el glucagon elevado posprandialmente y estimulan la
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secrecion de la insulina dependiente de glucosa. Como estos agentes bloquean
casi el 100 % de la actividad de la enzima DPP-IV por lo menos 12 horas, los
valores del péptido-1 tipo glucagén (GLP-1) se acercan a aquellos alcanzados por
una persona promedio no diabética. Sus farmacos mas distintivos son la
vildagliptina y la sitagliptina. Se administran en terapia coadyuvante junto a las

biguanidinas, como la metformina.

Todos los grupos farmacologicos anteriormente descritos, aunque son
fundamentales en el tratamiento de la diabetes, presentan reacciones adversas y
efectos secundarios indeseables, como hipertension, aumento de peso, edema,
hipersensibilidad a la formula, ademas de malestares gastricos, como nauseas y
diarrea; dolor abdominal, hipoglucemia, pérdida del apetito (anorexia), aumento en
LDL, anemia, dolor de cabeza, mareos, debilidad, esto por mencionar solo algunos

eJempIOS 2,5,18, 19, 20.

1.2 Basidiomicetos.

Los hongos pertenecen al reino Fungi y una gran cantidad de ellos puede llegar
a tener propiedades terapéuticas y comestibles. Lo que se conoce comunmente
como hongos o setas, corresponde a los cuerpos fructiferos que pertenecen a
basidiomicetos y algunos ascomicetos. Estos cuerpos fructiferos son estructuras

reproductivas que crecen por encima del suelo para liberar esporas %> 2 2°.
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El ejemplo de la estructura clasica de un basidiomiceto se muestra en la Figura
1, donde el cuerpo principal de un hongo es una red parecida a hilos llamada
micelio, que crece bajo tierra o0 en la madera del tronco de un arbol. El micelio es
una red de células interconectadas que permean hacia el suelo y producen
cuerpos fructiferos u hongos, cuando se encuentran bajo condiciones 6ptimas de
humedad, temperatura y nutricion; ademas, el micelio es el encargado de romper

con el complejo de moléculas, como la celulosa y el lignano en los arboles, y

absorber los nutrientes de su entorno 226,
sombrero———gi i laminillas (contiene
// e aat \ las esporas)
. Basidiosporas
anillo ——=,.
pie ———

Figura 1. Partes béasicas de un basidiomiceto 2.

Los hongos no son fotosintéticos, por o que se alimentan de los nutrimentos
qgue tienen a su alcance en el medio en que se encuentren por absorcion, una
caracteristica que los distingue particularmente de las plantas, debido a que estas

se nutren por fotosintesis; mientras que difieren de los animales en que su
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nutricion es por ingestion. La membrana celular de los hongos consiste de quitina,
quitosan, glucanos y manano. Debido a que los hongos tienen en su parte o
fraccion lipidica una predominante cantidad de acidos grasos insaturados, como el
acido linoléico, pueden llegar a ser buen alimento para usarse en dietas donde se

requiere perder peso y mantener una buena salud del sistema cardiovascular %*.

1.2.1 Clasificacion y caracteristicas del reino fungi.
La siguiente es la clasificacion taxonémica por filum del reino Fungi, reconocida

en la micologia actual ?* %*:

a) Ascomicota o0 ascomicetos: es el filum mas grande, incluye a las levaduras,
oidios, mohos, colmenillas y a las trufas. Se encuentran como saprofitos de restos
de plantas y animales, y pueden ser patdégenos de los mismos. Son de

reproduccion sexual y asexual.

b) Basidiomicota: también conocidos como basidiomicetos o macromicetos,
forman mas del 37% de los hongos descritos en el mundo, con mas de 30,000
especies. Tienen diversas formas, conocidas como hongos o setas, boletus, bejin,
hongos o0 setas venenosas, hongos donde anidan las aves, hongos de jalea,
hongos de soporte o estantes, hongos de herrumbre, hongos de tizén. La mayoria
de los miembros del filum son saprofitos, causando descomposicion de basura,
madera o estiércol, por ello a algunos se les llama hongos de podredumbre

blanca. La reproduccion es tipicamente sexual.
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C) Chytridiomycota o citridos: crecen como saprofitos en plantas o restos de
animales o como parasitos en células de organismos microscépicos, como las
algas. Son mayormente acuaticos y de tamafios diminutos, siendo detectados
Gnicamente con el microscopio, en células y tejidos colonizados por estos. Su
pared se compone principalmente de quitina y glucanos. Tienen reproduccion
asexual. Suelen ser endobidticos (viven enteramente dentro de las células de su
hospedero) o epibidticos (los cuales reproducen sus propios 6rganos sexuales en
la superficie de su hospedero o sobre materia organica muerta y absorben su
alimento a partir de estas). Ejemplos de este filum son Chytridiomycetes y

Monoblepharidomycetes.

d) Glomeromicota: son los llamados hongos arbusculares micorrizales, aunque
anteriormente fueron considerados dentro de los zigomicotas, estudios recientes
de ARN demostraron que no estan relacionados. A este pertenecen: Acaulospora,
Entrophospora, Archaeospora, Glomus, Paraglomus, Gigaspora y Scutellospora.
Son principalmente micorrizos y ninguno crece en cultivos debido a que necesitan
de una planta que funja como su hospedera. Crecen principalmente en las raices
de las cortezas celulares y producen vesiculas, que funcionan de reservorios de

alimentos.

e) Zigomicota: se caracterizan por la presencia de la hifa cenocitica. La
reproduccion asexual tipica es por medio de la motilidad del esporangio y la sexual
por la copulacion gametangial, que resulta en la formacién de zigosporas con un

zigosporangio. Contienen quitina, quitosan y acido poliglucurénico. Sus formas de
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nutricion van desde lo sapréfito a parasitos débiles de plantas y animales; algunos

ejemplos son: Mucor, Pilobolus, Mortierell, entre otros.

1.2.2 Los basidiomicetos en el mundo.

Desde hace afios, los basidiomicetos —también llamados macromicetos—
comestibles 0 no comestibles, han tenido importancia en el campo de la
alimentacion y de la salud debido a sus propiedades nutrimentales y terapéuticas.
Se sabe que, desde hace siglos, diversas culturas mesoamericanas como los
Mayas y Aztecas en Latinoamérica, o culturas orientales ubicadas en China,
Rusia, Japén, Corea y en paises como Estados Unidos y Canada, ya utilizaban
estos hongos como parte de ritos de sanacién. También hay registro de que

algunas sociedades africanas les han dado diversos usos curativos % 2% 27,

1.2.3 Actividades farmacoldgicas de algunos basidiomicetos.

Algunas de las propiedades que se les atribuyen a los basidiomicetos son las
inmunoldgicas, anticancerigenas, antiinflamatorias, antidiabéticas, antifibréticas,
antioxidativas, antifingicas, antivirales, antiparasitarias y antibacterianas; asi como
también han sido utilizados para proteger al organismo contra artritis, insomnio,
bronquitis, asma, Ulceras gastricas y desoérdenes cardiovasculares (al actuar como

antihipertensivos y antihiperlipidémicos) 23 #2627, 28,29, 30,33
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De los macromicetos que son mayormente cultivados en el mundo,
encontramos a los basidiomicetos de los géneros Ganoderma y Lentinus, debido a
que ademas de un sabor agradable al cocinarlos, se les han encontrado
propiedades  terapéuticas, como las inmunomoduladoras, antimicrobianas,
citoprotectoras, antidiabéticas, antialérgicas, antivirales, antitumorales vy

hepatoprotectoras, entre otras 23 230313233

A continuaciéon (ver Tabla 1), se muestran algunos ejemplos de compuestos
presentes en los basidiomicetos a los que se les ha comprobado alguna propiedad

farmacoldgica.

Tabla 1 Recopilacién de basidiomicetos con actividad farmacoldgica comprobada

y los principales componentes a los que les atribuyen tales propiedades % 24 2> 26
27, 28, 29, 32, 33, 37, 40, 48, 50

Basidiomiceto Principio Activo o Actividad farmacoldgica
(nombre [s] sustancia(s) ala que se comprobada

comun [es]) le(s) atribuyen las
propiedades
Lentinus lepideus  *** Antioxidante, antimicrobiano,
inmunomodulador, citotoxico,
antidiabético.

Lentinus lepideus  PG101. Unico compuesto aislado con
actividad comprobada: recupera
el dafio en médula 6sea debido a

radiacion.
Agaricus B—glucanos y Antihiperglucemiante,
brasiliensis oligosacéridos. antihipertriglicerolemiante,
antihipercolesterolemiante.
Auricularia Polisacérido (FA) soluble Hipoglucemiante, ligeramente
auricula—judae en agua. antipirético. Coadyuvante en
(oreja de Judas) tratamiento de resfriados.
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Collybia confluens

Exo—polimero (CCE)

Antidiabético.

Coprinus
Comatus

Vanadio.

Antidiabético,
hipocolesterolemiante e
inmunomodulador.

Cordyceps sinensis

Polisacaridos CSP-1.

Hipoglucemiante al estimular la
liberacién de insulina pancreatica.

Ganoderma Exo—polimero (GAE). Hipoglucemiante.
applanatum
Ganoderma Cerebrosidos, Antidiabético,

Lucidum polisacaridos (G1-PS). hipocolesterolemiante e

inmunomodulador. Inhibe la ADN
polimerasa de eucariotas.

Grifola frondosa
(maitake)

Fraccion-D, MT—a—
glucano, grifolan, N —
acetilgalactosamina.

Antidiabético,
hipocolesterolemiante,
antitumoral e inmunomodulador.

Hericium erinaceus

Biomasa seca.

Hipoglucemiante, antioxidante,
antilipoperoxidativo.

Inonotus obliquus
(chaga)

Befungin.

Antihiperglucemiante,
antilipoperoxidativo, antioxidante.

Lentinus edodes
(shiitake)

Lentinan, lentionina,
galactoglucomanano,
derivado disulfuro.

Antidiabético, antifungico,
antitumoral, antimicrobiano.

Morchella esculenta Polisacéarido Inmunomodulador.
galactomanano.
Poria cocos Acidos: Antidiabético, anticancerigeno.
(o Wolfiporia dehidrotumulésico,
extensa) dehidrotrametendlico,

paguimico.

Tremella fuciformis

Glucuronoxilomanano,
exopolisacaridos.

Hipoglucemiante.

*** = No se ha reportado, PG = peptidoglucano, G1-PS = Ganoderma 1-

polisacarido,

MT—a—glucano =

maitake—a—glucano,

GAE = Ganoderma

applanatum exopolimero, FA = fraccion acuosa, CCE= Collybia confluens
exopolimero, CSP-1= Cordyceps sinensis polisacarido-1.
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1.3 Antecedentes.

Se tiene conocimiento de que en la medicina oriental se utilizan gran variedad
de hongos por su eficaz actividad farmacolégica. La mayor cantidad de
informacion cientifica acerca de macromicetos a nivel mundial proviene de paises
orientales como Rusia, China y Japdn, mientras que en paises occidentales los
estudios se han realizado principalmente en Alemania y Estados Unidos. A estos
macromicetos se les han denominado “modificadores de la respuesta bioldgica
(MBR)” o inmunopotenciadores, al tener constituyentes derivados de componentes
celulares y de metabolitos secundarios, que muestran una influencia positiva
considerable sobre el sistema inmune, debido a que parecen incrementar su
respuesta ante distintas enfermedades relacionadas con este sistema, como el
cancer y otros desOrdenes autoinmunes, en los que se emplea un tratamiento
farmacoldgico prolongado que regularmente disminuye las defensas naturales del

cuerpo 21, 23, 25, 32.

Hoy en dia, se han realizado estudios donde los extractos acuosos y éter-
etandlicos de hongos aislados que contienen glicoproteinas de gran peso
molecular muestran actividad antidiabética. Algunos de los mecanismos
comprobados son gque los polisacaridos reducen los niveles de produccion de
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oxido nitrico y los niveles de expresion de 6xido nitrico sintasa inducible (iINOS) en
células RINm5F de manera dosis-dependiente y que al inhibir la produccién de
esta enzima, se reducen los niveles de glucosa en ratas diabetizadas por
estreptozotocina (STZ), como es el caso de Agrocybe chanxingu en el estudio

llevado a cabo por Lee y colaboradores en el 2010 °.

En distintas especies de Tremella, por ejemplo Tremella fuciformis, se conoce
gue el efecto antihiperglucemiante en ratas diabetizadas proviene del polisacarido
acidico que contiene manosa, xilosa, acido glucurénico, glucosa y grupos o-
acetilados, aislado del extracto acuoso del cuerpo fructifero, segun lo reportado
por Kiho, T. y cols., en 1995. En el mismo estudio, este grupo de investigacion
trabajo con ratas de glucemia normal y diabetizadas, y comprobaron su efectividad
en la reduccion de la glucosa plasmatica. En este trabajo en el que se utilizaron
ratones previamente diabetizados con STZ, la administraciéon del compuesto fue
intraperitoneal. La disminucion de la glucosa en sangre se relaciond con el
incremento de la actividad de la glucoquinasa, hexoquinasa y glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, y el contenido de glucégeno en el higado. Tanto las
glucoquinasas como las hexoquinasas contribuyen a la fosforilacion de glucosa a
glucosa-6-fosfato, que participa en la gluconeogénesis; mientras que la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa es requerida para mantener los niveles de glutation
reducido como una proteccion al estrés oxidativo. Hasta este momento no se sabe
la identidad de los compuestos responsables de la actividad antidiabética del

basidiomiceto & °°,
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De Lentinus edodes (conocido como shiitake en Japdn o xiang gu en China), se
ha estudiado que sus principales polisacéaridos, el lentinan, un p—glucano con
cadena repetitiva (ver Figura 2), y el LEM (una proteina heteroglucano,
denominada asi por ser el extracto del micelio de Lentinus edodes), tienen
propiedades terapéuticas para el tratamiento de hipertensibn e
hipercolesterolemia; ademas de incrementar la funcion del sistema inmunoldgico
para atacar a células cancerosas, sirviendo como coadyuvantes en procesos de
quimioterapia para el tratamiento de algunos tipos de canceres. Otros de los
constituyentes de L. edodes son eritadenina, ergosterol y algunas fracciones de

ARN que tienen facultades hipocolesterolemiantes, provitamina D-2 y antivirales,

. 34, 35, 36
respectlvamente .
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Figura 2. Cadena repetitiva del lentinan. Tomada de Y. Zhang et al. 2011 %,
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En el 2006, Garza O. y colaboradores examinaron las actividades de
citotoxicidad selectiva, antioxidacion e inmunomodulacion de los extractos
acuosos de cuatro basidiomicetos: Lentinus lepideus, Armillaria tabescens,
Calvatia cyathiformis y Ganoderma applanatum, y lograron comprobar que todos
presentaban buena actividad antioxidante. El extracto acuoso de L. lepideus
produjo el mayor aumento de la respuesta inmune en un estudio desarrollado
sobre ratones BALB/c, en comparacion con los otros tres macromicetos, a una
dosis unica de 20 mg/kg, al incrementar 84% el nimero de células formadoras de
anticuerpos IgM en el bazo de los animales. Asimismo, en el estudio se comprob6
que ninguno de los basidiomicetos tiene efecto citotdéxico. En lo correspondiente al
estudio de la actividad antioxidante, los extractos acuosos de las especies
evaluadas disminuyeron la actividad oxidativa de la xantina oxidasa, que tuvo la

funcién de control positivo, a una dosis de 2 mg/mL *’.

Ahora se sabe que algunos extractos y compuestos aislados a partir de
basidiomicetos muestran actividad antidiabética; Kamal y Li (2011) realizaron una
vasta recopilacion de macromicetos que han demostrado poseer este efecto y la
parte del basidiomiceto y/o los compuestos responsables de la misma, en caso de

haber sido aislados (ver Tabla 2) %
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Tabla 2 Basidiomicetos recopilados por Kamal y Li (2011) 8.

Basidiomiceto Parte del basidiomiceto y/o compuesto responsable

de la actividad farmacologica

Agaricus campestris Biomasa.

Agaricus subrufescens Cuerpos fructiferos, beta-glucanos, oligosacéridos.

Agrocybe aegerita Glucanos y heteroglicanos aislados de extractos de agua
caliente de los cuerpos fructiferos.

Coprinus comatus Cuerpo fructifero.

Cordyceps sinensis Polisacaridos crudos, polisacarido CSP-1.

Ganoderma applanatum Polisacaridos solubles en agua de los cuerpos

fructiferos.

Ganoderma lucidum Polisacaridos.

Grifola frondosa MT-a-glucano.
Hericium erinaceus Extracto metandlico seco.
Inonotus obliquus Materia seca del cultivo del basidiomiceto.

Tremella fuciformis Glucuronoxilomanano, exopolisacéridos.

Wolfiporia extensa Extracto crudo, triterpenos, acido dehidrotumulésico,

acido dehidrotrametendlico y &cido paquimico.

Zhang y colaboradores evaluaron la antihiperglicemia, la modulacion de los
lipidos y los efectos antioxidantes del extracto etandlico de la biomasa seca y del
medio donde crecio el micelio de Coriolus versicolor, usando ratones macho ICR,
STZ como inductor de diabetes y glibenclamida como farmaco antidiabético. En el
estudio demostraron que, a distintas dosis, el extracto mostraba efectos
antioxidantes, antihiperglucémicos e hipolipidémicos. También, en una
examinacion histolégica posterior se aprecidé que el extracto redujo visiblemente

los dafios producidos en el pancreas por parte de la STZ. En el estudio se
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trabajaron cinco grupos: los controles normal y diabético, y los grupos a los que se
les administré diariamente la glibenclamida y el extracto etandlico de C. versicolor.
Al grupo de glibenclamida se le administr6 25 mg/kg del peso del raton y a los
grupos del extracto, 100 y 200 mg/kg, respectivamente. Las variaciones de

glucosa de las 0, 3 y 5 semanas se muestran en la Tabla 3 ?*:

Tabla 3 Variaciones de glucosa plasmatica en los grupos controles, de
glibenclamida y de medio de cultivo de Coriulus versicolor
administrado en ratones ICR %*.

Dosis Semana0 Semana3 Semanab

(mg/kg) (mmol/L)  (mmol/L) (mmol/L)

Control normal 7.6 7.8 8.2
Control diabético 23.2 26.6 28.9
Glibenclamida 25 24.8 21.6 19.4
Medio de cultivo
. 100 23.9 22.9 20.2
de C. versicolor
Medio de cultivo
200 20.3 18.41 18.0

de C. versicolor

En un estudio realizado por Yang y colaboradores en el afio 2008, se trabajé el
efecto hipoglucemiante de exobiopolimeros de cinco hongos medicinales, todos
basidiomicetos: Coriolus versicolor, Cordyceps sinensis, Paecilomyces japonica,
Armillaria mellea y Fomes fomentarius. Los animales utilizados fueron ratas macho
Sprague-Dawley diabetizadas con STZ. El macromiceto que obtuvo la mayor

actividad hipoglucemiante fue C. versicolor, seguido de P. japonica, C. sinensis, F.
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fomentarius y A. mellea, con porcentajes de reduccion de glucosa de 29.9%,
21.4%, 21.2%, 21.2% y 12.3%, respectivamente, comparados con el control, NaCl
al 0.9%. También se evalué el nivel de triglicéridos en las ratas, donde C. sinensis
ocupo ahora el primer lugar al conseguir un valor de 40.57 + 1.72 mg/dL; mientras
que el control tuvo un valor de 51.70 + 9.72 mg/dL. En este estudio, la dosis de

cada exobiopolimero fue de 100 mg/kg de peso de las ratas *.

En el afio 2003, Jin y su equipo de trabajo investigaron a PG-101, un extracto
soluble en agua de L. lepideus, que fue pulverizado y se disolvié en buffer de
fosfatos para administrarlo por 24 dias y de forma oral a ratones BALB/c hembras.
Los resultados sugirieron que es un modificador efectivo de la respuesta biolégica
de la médula 6sea; ademas, se demostré que los ratones que fueron irradiados en
el estudio recuperaron mas rapidamente células granulociticas formadoras de
colonias. La administracion diaria del extracto aumentd el nimero de unidades
formadoras de colonias a una cantidad cercana a la normal. También incremento
los niveles de IL-1B, IL-6 y GM-CSF al final de los dias de la administracion,
resultando en una regulacion de la produccion de las citoquinas en el dafio por
radiacion. Todo esto, demuestra que el PG-101 es un fuerte inmunomodulador
gue ayuda de manera importante en la recuperacion del dafio que causa la
radiacion en la médula ésea. Es importante sefialar que, durante el estudio, ningin
animal murié después de que se les administré 0.5 g/kg de peso corporal de PG-
101 por 24 dias, concluyendo con esto que a esta dosis el compuesto no es letal
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De Lentinus lepideus, aunque ya se tiene conocimiento de que posee
propiedades antidiabéticas de acuerdo con lo encontrado por Tamez de la O y
cols. en el afio 2013, aln no se ha logrado elucidar la estructura de la(s)
sustancia(s) activa(s) responsable(s) de tal actividad ni su mecanismo de accion.
En dicho trabajo, L. lepideus fue examinado junto a Calvatia cyathiformis y
Ganoderma applanatum: se les evaluaron los efectos hipoglucemiante e
hipocolesterolemiante, utilizando como controles positivos glibenclamida vy
lovastatina, respectivamente, en ratas macho Wistar de 80 a 120 g de peso
corporal, diabetizadas previamente con aloxana. Como control negativo se utilizé
solucién salina. A toda la biomasa proveniente de los basidiomicetos se le realizd
una extraccibn metandlica inicial, se continué con una extraccibn acuosa y
finalmente se recuperaron las fracciones de oxalato de amonio y de hidroxido de
sodio. El extracto metandlico fue designado como E1, el acuoso como E2 y de
este Ultimo, se realizaron extracciones con oxalato de amonio denominadas ES.
De E2 y E3 se recuperaron las fracciones Fl y Fll, respectivamente, luego de una
maceracion con etanol. Las evaluaciones realizadas de los tres basidiomicetos
con respecto a la medicion de glucosa en ratas a los tiempos de 3 y 6 horas,
mostraron que el Exto MeOH logr6 una reduccidon en la glucosa plasmatica
significativamente superior al control positivo y a los demas basidiomicetos, con
valores de 30% y 35% en los tiempos de 3 y 6 horas, respectivamente. El efecto

hipocolesterolemiante del mismo Exto MeOH fue casi nulo “°.
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Jung y colaboradores (2008) trabajaron con el extracto acuoso obtenido a partir

del micelio de L. lepideus, de donde obtuvieron dos fracciones denominadas | y II,

que fueron posteriormente administradas a ratones BABL/c. Los resultados de

este experimento se muestran en la Tabla 4 **:

Tabla 4 Actividades de las fracciones acuosas | y Il de L. lepideus obtenidos por
Jung y colaboradores (2008) .

Actividad evaluada Fraccion | Fraccion Il

Enzimas de
macrofagos
lisosomales

Actividad moderada.

Mayor actividad que la Fl y
con valores superiores al
control positivo.

Producciéon de
citoquinas

A 50 pg/mL obtuvo su mayor
actividad.

Induce aumento en citoquinas
efectoras IL-1B, TNF-a e IL-6
en macroéfagos.

A 100 pg/mL tuvo el
méximo de efectividad. La
produccion de citoquinas
fue dosis dependiente en
esta fraccion.

Induce aumento en
citoquinas efectoras IL-1j3,
TNF-a e IL-6 en
macrofagos.

Proliferaciéon de
esplenocitos

(Se usaron
mitégenos de
linfocitos con
lipopolisacéaridos
como comparativo)

Se presentaron resultados
similares a los mitégenos de
referencia con dosis de 20
Mg/mL.

Tuvo resultados parecidos
al control positivo
(lipopolisacéridos) a dosis
mayores que la fraccién |, a
50 y 100 pg/mL.

El aumento de proliferaciéon
de esplenocitos se presento
a 50 pg/mL.

Tabla 4 (Contintia)
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Proliferacion de los Linfocitos T: aumento en forma Linfocitos T: la maxima

linfocitos Ty B dosis-dependiente, comparado proliferacion se presento a
con el control. Efecto de la dosis més baja.
mitégeno.

Tuvo el efecto de mitégeno
Linfocitos B: se incrementd a en los linfocitos T, pero no
todas las dosis. Ausencia de en los B.
efecto de mitdgeno.

Citotoxicidades Activa efectivamente a Similar a la fraccién |.
directas en células macroéfagos, citoquinas en

humanas de macrofagos y linfocitos T, pero

adenocarcinoma no los B.

gastrico.

Ademas, en el trabajo se realizé un analisis quimico para ambas fracciones, de
los azlcares totales por medio de cromatografia de gases con detector de
ionizacion en flama, basado en el método de hidrdlisis y acetilacion de
aminoacidos utilizando cromatografia en gel. A través de este andlisis,
determinaron a su vez que la actividad inmunomoduladora depende del peso
molecular de los compuestos involucrados. En la fraccion | hubo 84.9% de
azucares totales, repartidos en: fucosa (3.8%), ribosa (2.4%), xilosa (35.1%),
manosa (47.7%), galactosa (1.0 %) y glucosa (9.7%); mientras que en la fraccion |l
encontraron 69.8% de azUcares totales, divididos en: fucosa (4.9%), ribosa (1.7%),

xilosa (1.0%), manosa (50.8%), galactosa (38.7%) y glucosa (2.6%) *.

Recientemente, Yoon y colaboradores (2011), trabajaron a su vez con Lentinus

lepideus y evaluaron el efecto antihiperlipidémico de la fibra dietética obtenida de
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los cuerpos fructiferos del basidiomiceto. La dosis fue de 5% de cuerpos
fructiferos de L. lepideus y de 1% de colesterol, respecto al total del alimento
administrado via oral en la dieta de las ratas hembras Sprague-Dowley albinas; los
cuerpos fructiferos fueron molidos y mezclados con el alimento. Los resultados
mostraron una reduccion de peso no significativa en las ratas (con menos del
10%, comparado con el peso inicial) y disminuyeron los niveles de lipidos y
glucosa en el plasma, pero no hubo efecto en la reduccién del dafio en higado ni

en rifién ocasionado previamente por la alimentacion alta en colesterol 2.

1.3.1 Estreptozotocina (STZ)

La STZ es un agente quimico capaz de inducir diabetes a roedores que se
utilizan para modelos biologicos. Otro ejemplo de agente diabetdogeno
comunmente utilizado en este tipo de estudios es la aloxana y, al igual que la STZ,
pertenece al grupo de las nitrosureas, cuyo mecanismo de accion se centra en la
induccion de dafio en el ADN por alquilacion de los sitios especificos de sus
bases, que resulta en la generacion de radicales libres durante el metabolismo de
estos agentes. El 6érgano blanco principal es el pancreas, aunque se presenta
dafio en otros 6rganos que participan en el metabolismo y eliminacion de glucosa,

como higado y rifion.

La via de administracion mas comun es la intraperitoneal (IP) y el buffer de

citrato de sodio 0.1 M, a pH 4.5, se emplea usualmente como vehiculo. Las dosis
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que se utilizan para STZ, varian de 40 a 60 0 hasta 150 mg/kg, siendo la idonea la
de 50 mg/kg del peso del roedor. De manera general, la mayor actividad de la STZ
se observa a las dos horas de la aplicacion IP al presentarse una hiperglucemia
marcada debido a que se empieza a acumular STZ en las células 3 del pancreas,
ocasionasionando un decremento considerable de insulina en un proceso de
restauracion por parte del organismo. Horas después, se presenta una
hipoglucemia importante debido a esta restauracion, junto al aumento de los
niveles de insulina. Finalmente, se llega a un agotamiento de insulina y trae
consigo hiperglucemia. El dafo en las células (3 del pancreas y el descenso de las
concentraciones de insulina se demuestran en las distintas variaciones de los
niveles de glucosa plasmética en los modelos realizados. La STZ evita
inicialmente la respuesta de las células B a la glucosa, luego la respuesta se
presenta temporalmente hasta que se produce una pérdida permanente de la

funcién, debido a que las células quedan dafadas 38 43 44 45.46.47,

En un estudio realizado en ratas hembras Wistar, se evalué la administracion
de STZ a distintas dosis, 33, 50 y 75 mg/kg del peso de la rata y se utiliz6 como
control el vehiculo solo (a 0.5 mL/100 g del peso de la rata). A todos los animales
se les hizo un seguimiento de variacién de glucosa y peso por 20 dias. El grupo de
ratas a las que se les administrd 75 mg/kg de peso de la rata, perecieron antes de
llegar al dia cinco de la evaluacion. Al grupo que tuvo la administracién del control,
tuvo la tendencia a aumentar de peso y a mantener los valores de glucosa normal.

El grupo al que se le administr6 STZ a la dosis de 33 mg/kg presentd una
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disminucién en los niveles de glucosa plasmatica, con valores menores a 200
mg/dL después del quinto dia, y menos del 50% de la poblacion desarrollo
diabetes; mientras que el que recibio la dosis de 50 mg/kg mantuvo los valores a
méas de 300 mg/kg y con tendecia a la estabilizacion después del segundo dia de
administrada la STZ. Al final del trabajo, concluyeron que la dosis de 50 mg/kg
produce una diabetes mas estable en las ratas, permanente por lo menos durante

20 dias después de la administracién de una dosis Unica de STZ via IP %,

Otros estudios al respecto han reflejado que la dosis de 50 mg/kg de STZ es la
mejor para establecer un modelo animal de diabetes. Por ejemplo, Aseervatham y
colaboradores utilizaron esta dosis en su trabajo de evaluacién del efecto de
Semecarpus anacardium en el metabolismo de carbohidratos y la produccion de
energia en ratas diabéticas. En el afio 2006, Byung-Keun et al en su trabajo sobre
el efecto antidiabético e hipolipidémico de Collybia confluens utilizaron esta misma
dosis experimental de STZ con buenos resultados; ademas, repitieron el mismo
modelo en el afio 2008, pero ahora en la evaluacion del efecto hipoglucémico de
los exobiopolimeros de cinco diferentes basidiomicetos. Por otro lado, Hwang y su
equipo de trabajo probaron el efecto antidiabético de los exobiopolisacaridos
producidos por Phellinus baumii sobre ratas diabéticas inducidas por STZ a esta

misma dosis de 50 mg/kg 3% ** 2,
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1.4. Justificacion

La importancia de la diabetes, radica en la pérdida humana y millonaria que se
genera debido a las complicaciones que se presentan. Por esta causa, ha sido de
gran relevancia la busqueda de alternativas viables y costeables que ayuden a
tratar este padecimiento, por lo que se ha recurrido a la medicina tradicional para
obtener nuevos compuestos de los que se puedan obtener mas ventajas durante

su administracion comparados con los que actualmente existen en el mercado.

1.5 Hipoétesis
Los compuestos aislados a partir de Lentinus lepideus reduciran los niveles de
glucosa plasmatica en un modelo animal de diabetes en igual 0 mayor proporcién

que el farmaco glibenclamida.
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1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo general.
Aislar y caracterizar compuestos con actividad antidiabética obtenidos a partir

del extracto metandlico obtenido de Lentinus lepideus.

1.6.2 Objetivos especificos.

1.- Cultivar el basidiomiceto en fase sélida.

2.- Cultivar el basidiomiceto en fase liquida in vitro a partir de lo cultivado en la

fase sélida.

3.- Obtener el extracto metandlico a partir de la biomasa del basidiomiceto para el

fraccionamiento posterior.

4.- Inducir hiperglucemia en ratas normoglucémicas para establecer un modelo

animal de diabetes.

5.- Aislar y caracterizar el(los) compuesto(s) méas activo(s) del extracto metandlico

de Lentinus lepideus.

6.- Evaluar la actividad de reducciébn de la glucosa plasmatica del (los)

compuesto(s) aislado(s), en el modelo animal previamente establecido.

7.- Evaluar la actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa en el (los)

compuesto(s) mas activo(s) del extracto metanélico de Lentinus lepideus.
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CAPITULO 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 Material

2.1.1 Material bioldgico.

2.1.1.1 Material fungico.

El basidiomiceto evaluado en el presente trabajo fue proporcionado por el
Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de Medicina de la
UANL. Los carpoforos frescos de Lentinus lepideus fueron recolectados
previamente en los bosques templados de coniferas y encinos del municipio de
Galeana, N.L. en el afio 2011; su clasificacién taxonomica, registro y respectivo
aislamiento, se llevo a cabo en el Departamento de Silvicultura de la Facultad de

Ciencias Forestales de la UANL, campus Linares.
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2.1.1.2 Animales.

Se utilizaron ratas macho Wistar, de 180 a 220 g de peso y de entre 7 a 10
semanas de edad, que fueron obtenidas del bioterio del Departamento de
Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de Medicina de la UANL. Los animales
se mantuvieron en condiciones controladas de laboratorio, con ciclos de luz-
oscuridad de 12 horas, temperatura de 25 °C y tuvieron acceso a agua y alimento
ad libitum, mientras se encontraban en jaulas de acrilico con tapa de rejilla

metdalica.

2.1.2. Material y equipo.

Abatelenguas de plastico.

Agitadores magnéticos.

Autoclave Market Forge Sterilmatic, modelo MEA 109-85.
Balanza analitica Scout 600 g, modelo SP-601.

Balanza analitica AND, modelo HR-200.

Bafio de ultrasonido Branson, modelo 2510 R-MTN.
Barfio recirculador de agua Brookfield, modelo TC-502.
Bomba de vacio Felisa, Modelo FE-1405.

Cajas de Petri desechables de 100 x 15 mm.

Campana de flujo laminar, Labconco.

Cortador.

Embudo de separacién de 250 mL, Pyrex.

Embudo de filtracion de plastico.

Equipo para resonancia magnética nuclear Varin Unity Inova.
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Glucometro Accucheck Active.

Hojas de bisturi.

Matraces Erlen-Meyer de fondo plano de 250 ml, Pyrex.

Matraz para rotaevaporador, IKA.

pH-metro Corning, modelo 430.

pH-metro Beckman, modelo 50.

Pipetas serolbgicas de 1, 2y 5 mL, Pyrex.

Pipetas Pasteur, Pyrex.

Pinzas para soporte universal.

Placa de calentamiento con agitador magnético, Thermoline Cientific.
Porta bisturies.

Probetas de vidrio de 50, 100 y 500 mL, Pyrex.

Regla metalica, 30 cm.

Rotaevaporador IKA, RV10 digital con bafio de agua IKA HB10 digital.
Sonda orogastrica.

Soporte universal.

Vasos de precipitado de distintas capacidades, Pyrex.
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2.1.3 Reactivos.

2.1.3.1 Reactivos para la preparacion del medio de cultivo Melin-
Norkrans modificado.

Agar DIFCO

Agua bidestilada

Cloruro de calcio Merck
Cloruro férrico Sigma
Cloruro de sodio Sigma
D-(+)-glucosa Sigma
Extracto de malta Bioxon
Extracto de levadura Bioxon
Fosfato de amonio Merck
Fosfato de potasio monobasico Sigma
Hidrocloruro de tiamina Sigma
Sulfato de magnesio heptahidratado PQM
Acido citrico monohidratado PQM
Fosfato de sodio dibasico Baker
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2.1.3.2 Reactivos para el fraccionamiento del Exto MeOH de L.

lepideus.
Acetato de etilo J. T. Baker
Cloroformo J. T. Baker
Cloruro de metileno (Diclorometano) J. T. Baker
Hexano J. T. Baker
Metanol J. T. Baker
Placas de silica con aluminio para Fluka Analytical. Sigma-Aldrich

Cromatografia en Capa Fina (CCF)

Silica gel, grado10180, 70-230 mesh, 40A  Aldrich

2.1.3.3 Reactivos para la medicién de glucosa en ratas.

Tirillas reactivas Accu-Chek Active.
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2.2 METODOS.

2.2.1 Cultivo in vitro de macromicetos.

2.2.1.1 Cultivo del basidiomiceto en medio solido.

El cultivo de L. lepideus se realiz6 en condiciones de esterilidad, dentro de una
campana de flujo laminar en el Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la
Facultad de Medicina, de la UANL. La biomasa del macromiceto se obtuvo a partir
de cepas puras, previamente aisladas, de las cuales se tomo el micelio y se colocé
en cajas Petri con medio Melin-Norkrans modificado (pH: 6.5) solidificado con agar
bacteriol6gico, cuya composicion se encuentra descrita en la Tabla 5. Las cajas
Petri una vez sembradas, se sellaron con parafilm y se dejaron incubar durante
tres a cuatro semanas a temperatura de 25 a 30°C, con ciclos de luz-oscuridad de

12 horas.
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Tabla 5 Composicion del medio de cultivo Melin Norkrans modificado.

Compuesto g/L
Extracto de levadura 0.50

Extracto de malta 3.0
D - glucosa 10.0
(NH),HPO, 0.25
KH,PO, 0.50
MgSO,.7H20 0.15
CacCl 0.05

FeCls 1.2
NacCl 0.025
Tiamina 100.0
Agar 15.0

Agua destilada 1000 mL

Se procedid a la inoculacion en medio Melin-Norkrans modificado y su cultivo
durante ocho semanas mas, a partir de los cultivos incubados previamente en

soélido.

2.2.1.2 Cultivo de macromicetos en medio liquido.
Se tomaron inéculos de L. lepideus a partir de la biomasa obtenida de las cajas

petri sembradas previamente. Los inoculos, en forma de cuadros de 1x1 cm, se
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colocaron en matraces Erlen-Meyer de 250 mL, que contenian 150 mL de medio
Melin-Norkrans modificado, a pH 6.5. Los matraces se dejaron incubar por dos

meses, con ciclos de luz-oscuridad de 12 horas y a temperatura de 25 a 30°C.

2.2.1.3 Obtencion de la biomasa de L. lepideus.
La biomasa fue separada del medio liquido por filtracion y se dejé secar a
temperatura ambiente durante tres a cinco dias. Posteriormente, se etiqueto y

almacené a temperatura ambiente hasta su posterior uso.

2.2.2 Fraccionamiento del Exto MeOH de L. lepideus.

2.2.2.1 Obtencién del Exto MeOH.

La biomasa seca obtenida se sometiéo a maceracion con metanol, tres veces; la
primera durante 24 horas, la segunda y tercera por cuatro horas cada una, para
recuperar asi el Exto MeOH deseado. Por cada gramo de biomasa seca se
adicionaron 30 mL de metanol puro, cada vez. El Exto MeOH se llev6 a sequedad
mediante el uso de un evaporador rotativo, se transfiri6 a un vial para secarlo a

vacio y se almaceno hasta su evaluacion posterior.
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2.2.2.2 Subfraccionamiento del Exto MeOH.
Se realizaron pruebas con el Exto MeOH a distintas concentraciones y
combinaciones de solventes en cromatografia en capa fina (CCF), hasta obtener
la combinacion mas adecuada para utlizar durante la separacién por

cromatografia en columna en fase reversa.

El fraccionamiento del Exto MeOH de L. lepideus fue realizado por CC en
columna de vidrio (60 cm de largo x 7 cm de didmetro). La fase estacionaria fue
silica gel (70-230 mesh) y en la fase maovil se utilizaron Hex 100%, Hex:AcOEt en

gradiente, AcOEt 100%, AcOEt:MeOH en gradiente y MeOH 100%.

En la Figura 3 se muestra la metodologia general utilizada para llegar a los
compuestos puros obtenidos a partir de la biomasa de L. lepideus. Esta se macera
con MeOH y se recupera el Exto MeOH resultante, que se evalué biolégicamente.
Ademas, el Exto MeOH se sometié a fraccionamiento en CC, se purificaron los
compuestos seleccionados por medio de distintas técnicas cromatograficas (como
cromatografia en placa preparativa, reacciones de acetilacion, secado lento con
solventes, entre otras), se realizo la caracterizacion por medio de analisis por RMN
y se seleccioné el compuesto que, segun la estructura y bajo andlisis bibliografico,
mostré mayor potencial como agente antidiabético para ser evaluado finalmente,

de forma biologica.
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Biomasa

Evaluacion
biologica

Fraccion | —Fraccion “n”

Purificacion de compuestos
Evaluacion

Elucidacion estructural de biolégica de

compuestos puros compuesto(s)
puro(s)

Figura 3. Procedimiento general de trabajo para la obtencion, purificacion y
evaluacion de los compuestos obtenidos del Exto MeOH de L. lepideus.

2.2.3 Evaluacién de la actividad bioldgica de L. lepideus.

2.2.3.1 Establecimiento del modelo de diabetizacion animal.

Para establecer el modelo, se utilizaron cinco ratas macho Wistar con peso
mayor a 200 g para ser diabetizadas con STZ, que fue inyectada por via IP a una
dosis de 50 mg/kg del peso de la rata. La STZ fue disuelta en buffer de citrato de
sodio, a pH 4.5. Se midi6 la glucosa a los tiempos: 0, 3, 6, 9, 24, 48, 72, 144y 216
horas, por medio de un glucometro Accu-chek Active®, mediante la obtencion de
sangre por puncion con lanceta en el extremo distal de la cola de las ratas. El

modelo fue realizado por duplicado.
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Se realizaron el modelo de diabetizacion y la réplica en ratas macho Wistar con
niveles de glucemia normal. A ambos grupos de ratas se les clasificd por
subgrupos y se les numero; posteriormente se realizé la medicion de glucosa y se
determiné el peso un dia antes del inicio del ensayo y en los dias 1, 2, 3, 6 y 9.
Los pesos obtenidos se muestran en la Tabla 6, con los cuales se realiz6 el

calculo para obtener la dosis correspondiente para cada animal:

Tabla 6. Peso, cantidad de STZ y volumen de solucion de trabajo administrado a
ratas macho Wistar del modelo de diabetizacion en animales.

Rata Peso STz Volumen de solucion de
(9) (mg) trabajo (mL)
1 272 13.60 0.68
2 303 15.15 0.75
3 291 14.55 0.72
4 274 13.70 0.68
5 339 16.45 0.84

La solucion de trabajo administrada se preparé a una concentracién de 20
mg/mL de STZ, para administrar el menor volumen de solucion posible con el

objetivo de minimizar problemas a los animales durante este paso.
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2.2.3.2 Réplica del modelo animal de diabetes
La réplica se llevé a cabo de manera similar que el modelo y para este caso,

los pesos y las dosis respectivas de STZ se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Peso, cantidad de STZ y volumen de solucion de trabajo administrado a
ratas macho Wistar de la réplica del modelo de diabetizacion en animales.

Rata Peso STZ Volumen de solucion de
(9) (mg) trabajo (mL)
1 383 19.15 0.95
2 273 13.65 0.68
3 243 12.15 0.60
4 318 15.90 0.79
5 368 18.40 0.92

2.2.4 Evaluacién de la actividad moduladora de los niveles glucémicos en
ratas. Evaluacion del Exto MeOH.

Para evaluar el Exto MeOH, este fue disuelto en buffer de citrato de sodio a pH
4.5, para obtener soluciones de concentraciones conocidas que permitieran la
administracion del mismo a dosis de 30, 100 y 300 mg/kg del peso de la rata a tres
grupos distintos, respectivamente; a su vez, a los otros dos grupos de ratas se les
administré glibenclamida y vehiculo, Tween 80, a dosis de 10 mg/kg de peso a
cada uno. Estas dos ultimas también se prepararon en buffer de citrato de sodio.
Todas las administraciones fueron realizadas con la ayuda de una sonda por via

orogastrica.
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Ademas, para la evaluacion, las ratas fueron divididas en dos grupos iniciales,
las que serian utilizadas para diabetizar y las normoglucémicas, para lo cual fue

manipulado un tamafio de muestra de cinco y cuatro ratas, respectivamente.

2.2.4.1 Evaluacion del Exto MeOH en ratas normoglucémicas
diabetizadas con STZ.

Cada grupo de 25 ratas previamente diabetizadas como se describié en el

punto 2.2.3.1 fue dividido en cinco subgrupos. Cada subgrupo estuvo formado por

una poblacién de cinco ratas.

La diabetizacion de este grupo de ratas se realiz6 con base en el modelo de
diabetizacién previamente descrito en el punto 2.2.3.1. La evaluacion del Exto
MeOH se inici6 el dia en que quedd establecida la diabetes y fue segura la

irreversibilidad de la misma.

Para realizar el ensayo, las ratas fueron divididas, marcadas, numeradas y
pesadas durante la diabetizacién; las soluciones del vehiculo, la glibenclamida y
las distintas concentraciones de Exto MeOH a evaluar se elaboraron en el buffer
de citratos, pH 4.5, justo antes de su administracion. Los grupos formados y las

dosis a evaluar se enlistan a continuacion:
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. Grupo [: vehiculo Tween 80, 10 mg/kg de peso de la rata.
. Grupo II: Exto MeOH, 30 mg/kg del peso de la rata.

. Grupo llIl: Exto MeOH, 100 mg/kg del peso de la rata.

. Grupo IV: Exto MeOH, 300 mg/kg del peso de la rata.

. Grupo V: glibenclamida, 10 mg/kg del peso de la rata.

La administracion de la dosis del vehiculo, la glibenclamida y de las distintas
dosis de Exto MeOH en los grupos respectivos, se realizd durante siete dias y los
niveles de glucosa plasmatica se evaluaron a los tiempos: 0, 3 y 6 horas
consecutivas, luego de la dosis diaria. Ademas, se monitored la variacion del peso

de cada rata.

En todo momento, los animales fueron mantenidos en condiciones estandar de
laboratorio en el bioterio, en jaulas de acrilico y reja de metal, donde tuvieron una

temperatura de 25°C, con acceso libre al agua y alimento.

A continuacion, se muestra la organizacion final del experimento, la cantidad de
STZ conforme al peso y el volumen final administrado a cada rata de la solucion
estandar de STZ disuelta en el buffer (ver Tabla 8). Cada solucion de trabajo, se
hizo a una concentracion de 20 mg del compuesto (STZ, tween, glibenclamida o

Exto MeOH) / mL de buffer.
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Tabla 8 Dosis de STZ administrada a ratas normoglucémicas durante la
evaluacion del Exto MeOH de L. lepideus.

Grupo / Rata Peso inicial STZ Volumen de solucion de
(9) (mg) trabajo de STZ (mL)
Exto MeOH (300mg/kg)
1 291 14.55 0.72
2 280 14 0.70
3 224 11.2 0.56
4 178 8.9 0.44
5 152 7.6 0.38
Exto MeOH (100 mg/kqg)
1 215 10.75 0.53
2 265 13.25 0.66
3 174 8.7 0.43
4 263 13.15 0.65
5 281 14.05 0.70
Exto MeOH (30 mg/kQg)
1 245 12.2 0.61
2 286 14.3 0.71
3 218 10.9 0.54
4 250 12.5 0.62
5 238 11.9 0.59
Glibenclamida (10
mg/kg)
1 157 7.8 0.39
2 180 9.0 0.45
3 182 9.1 0.45
4 208 10.4 0.52
5 170 8.5 0.45
Tween (10 mg/kg)
1 244 12.2 0.61
2 242 12.1 0.60
3 228 114 0.57
4 253 12.6 0.63
5 243 12.1 0.60

En la Tabla 9 se exponen las dosis respectivas de vehiculo, glibenclamida o

Exto MeOH para cada rata:
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Tabla 9 Dosis de vehiculo (Tween 80), glibenclamida y las distintas dosis de Exto
MeOH de L. lepideus administradas a ratas diabetizadas.

Grupo / Rata Peso Dosis a Volumen de solucion
inicial (g) | administrar (mg) de trabajo (mL)
Exto MeOH
(300 mg/kg) ***
1 217 65.10 3.25
2 214 64.20 3.21
3 173 51.90 2.59
4 205 61.50 3.07
Exto MeOH
(100 mg/kqg)
1 160 16.00 0.80
2 206 20.60 1.03
3 254 25.40 1.27
4 261 26.10 1.30
5 233 23.30 1.65
Exto MeOH
(30 mg/kq)
1 189 5.67 0.28
2 215 6.45 0.32
3 178 5.34 0.26
4 187 5.61 0.28
5 169 5.07 0.25
Glibenclamida
(10 mg/kg) ***
1 196 1.96 0.098
2 162 1.62 0.081
3 203 2.03 0.101
5 162 1.62 0.081
Tween 80
(10 mg/kg) ***
1 177 1.77 0.088
2 183 1.83 0.091
3 174 1.74 0.087
5 185 1.85 0.092

*** EsStos grupos cuentan con una rata menos debido a que estas perecieron
durante el proceso de diabetizacion.
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2.2.4.2 Evaluacién del Exto MeOH en ratas normoglucémicas.

La evaluacion del Exto MeOH también fue realizada en ratas macho Wistar de
glucemia normal; esta se llevo a cabo de forma similar a lo explicado en el punto
2.2.4.1, pero sin el pretratamiento de diabetizacion; en esta ocasion, la poblacion
de cada subgrupo de animales fue de cuatro miembros. Las administraciones de
los controles positivo y negativo, ademas del extracto a distintas dosis segun el

grupo, se realizaron como se exponen a continuacion (ver Tabla 10):

Tabla 10. Dosis de vehiculo (Tween 80), glibenclamida y las distintas dosis de
Exto MeOH de L. lepideus administradas a ratas normoglucémicas.

Grupo / Rata | Peso inicial Dosis a Volumen de dosis de
(9) administrar (mg) solucién de trabajo (mL)
Exto MeOH
(300 mg/kg)
1 196 58.8 2.94
2 191 57.3 2.86
3 164 49.2 2.46
4 159 47.7 2.38
Exto MeOH
100 mg/kg)
1 150 15.0 0.75
2 189 18.9 0.94
3 183 18.3 0.91
4 172 17.2 0.86
Exto MeOH
(30 mg/kq)
1 184 55 0.27
2 142 4.2 0.21
3 146 4.3 0.21
4 179 5.3 0.26

Tabla 10 (Continta)
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Glibenclamida

(10 mg/kg)
1 167 1.6 0.08
2 186 1.8 0.09
3 157 15 0.078
4 198 1.9 0.09

Tween 80

(10 mg/kq)
1 154 15 0.07
2 193 1.9 0.09
3 138 1.3 0.06
4 171 1.7 0.08

2.2.5 Evaluacion de la actividad biolégica de compuesto(s) puro(s)

obtenido(s) a partir del Exto MeOH de L. lepideus.

2.2.5.1 Evaluacién de los compuestos puros en ratas diabetizadas con
STZ.

La diabetizacion y posterior evaluacion del compuesto puro se realizé de
manera idéntica a la evaluacién de Exto MeOH del basidiomiceto, con una “n” de
cinco ratas por grupo (punto 2.2.4.1), incluyendo la diabetizacion de los animales y
el monitoreo del peso el dia previo y durante la evaluacion. Para esta evaluacion,

se formaron los siguientes grupos (ver Tabla 11):

e Grupo I: compuesto AH-4, 31 mg/kg del peso de la rata.

e Grupo Il: compuesto AH-4, 10 mg/kg del peso de la rata.

e Grupo Illl: compuesto AH-4, 3.1 mg/kg del peso de la rata.
e Grupo IV: glibenclamida, 10 mg/kg del peso de la rata.

e Grupo V: vehiculo Tween 80, 10 mg/kg de peso de la rata.
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La evaluacion se realizd durante cuatro dias, en los cuales se midi6 la glucosa
en plasma a los tiempos: 0, 1.5, 3, 5, 7 y 9 horas, justo después de la
administracion del compuesto. La concentracion de la solucion de trabajo fue de

20 mg/ mL.

Tabla 11 Dosis de STZ administrada a ratas normoglucémicas durante la
evaluacion del compuesto AH-4 del Exto MeOH de L. lepideus.

Grupo / Rata Peso inicial STZ Volumen de solucion de
(9) (mg) trabajo de STZ (mL)
AH-4, 31 mg/kg
1 216 10.80 0.54
2 219 10.95 0.54
3 223 11.15 0.55
4 217 10.85 0.54
5 218 10.09 0.50
AH-4, 10 mg/kg
1 217 10.85 0.54
2 191 9.55 0.47
3 194 9.70 0.48
4 206 10.30 0.51
5 207 10.35 0.51
AH-4, 3.1 mg/kg
1 185 9.25 0.46
2 203 10.15 0.50
3 183 9.15 0.45
4 181 9.05 0.45
5 199 9.95 0.49
Glibenclamida
(20 mg/kg)
1 175 8.75 0.43
2 183 9.15 0.45
3 174 8.70 0.43
4 183 9.15 0.45
5 173 8.65 0.43

Tabla 11 (Continua)
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Tween (10 mg/kg)
1 242 12.10 0.60
2 241 12.05 0.60
3 262 13.10 0.65
4 241 12.05 0.60
5 243 11.7 0.58

A continuacion se muestran las dosis administradas del compuesto puro y de los

controles en el dia uno de la evaluacion (ver Tabla 12). Las dosis siguientes se

ajustaron segun el peso del dia previo.

Tabla 12 Cantidades de vehiculo (Tween 80), glibenclamida y las distintas dosis
del compuesto AH-4 obtenido a partir del Exto MeOH de L. lepideus administrada
a ratas diabetizadas.

Grupo / Rata Peso inicial
(9)
AH-4, 31 mg/kg
1 216
2 214
3 220
4 220
5 215
AH-4, 10 mg/kg
1 197
2 195
3 210
4 206
5 212
AH-4, 3.1 mg/kg
1 191
2 191
3 187
4 188
5 192

Dosis a administrar
(mg)

6.70
6.63
6.82
6.82
6.67

1.97
1.95
2.10
2.06
2.12

0.59
0.59
0.58
0.58
0.60

Tabla 12 (Continta)

Volumen de solucidon

de trabajo (mL)

0.334
0.331
0.341
0.341
0.333

0.098
0.097
0.105
0.103
0.106

0.029
0.029
0.028
0.029
0.029
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Glibenclamida (10
mg/kg)

Tween (10 mg/kg)
1

a b~ wWwDN

176
171
176
176
160

220
227
246
234
221

1.76
1.71
1.76
1.76
1.60

2.20
2.27
2.46
2.34
2.21

0.088
0.085
0.085
0.088
0.080

0.110
0.113
0.123
0.117
0.110

Durante esta evaluacién, no murié ningin animal, por lo que los datos se

muestran con grupos completos.

2.2.5.2 Evaluacién del compuesto puro en ratas normoglucémicas.

La evaluacion se realizd en grupos con cuatro ratas por cada subgrupo y de

manera similar a lo descrito en el punto 2.2.4.2 en la evaluacion del Exto MeOH de

L. lepideus. En la Tabla 13 se muestran las dosis del dia uno de trabajo.
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Tabla 13 Cantidades de vehiculo (Tween 80), glibenclamida y las distintas dosis
del compuesto AH-4 obtenido a partir del Exto MeOH de L. lepideus
administradas a ratas normoglucémicas.

Grupo / Rata

AH-4, 31 mg/kg
1
2
3
4
AH-4, 10 mg/kg
1
2
3
4
AH-4, 3.1 mg/kg
1
2
3
4
Glibenclamida
(10 mg/kQg)
1
2
3
Tween (10 mg/kg)
1

2
3

Peso

(9)

200
210
213
216

192
188
204
203

178
185
167
177

150
156
152

165
162
163

Dosis a administrar
(mg)

6.20
6.51
6.60
6.70

1.92
1.88
2.04
2.03

0.55
0.57
0.52
0.55

1.50
1.56
1.52

1.65
1.62
1.63

Volumen de solucién
de trabajo (mL)

0.31
0.32
0.33
0.33

0.09
0.09
0.10
0.10

0.02
0.02
0.02
0.02

0.07
0.07
0.07

0.08
0.08
0.08
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2.3 Elucidacion del (los) compuesto(s) puro(s) obtenido(s) a partir del Exto

MeOH de L. lepideus.

2.3.1 Elucidacién estructural mediante el uso de resonancia magnética
nuclear.

Para este paso, se utilizaron las técnicas de RMN-'H y RMN-*3C, por medio del
aparato Varian Unity Inova a 300 MHz; ademas del apoyo de técnicas
cromatograficas como cromatografia en placa fina y cromatografia en placa

preparativa.

2.4 Ensayo enziméatico del compuesto AH-4, obtenido de las fracciones
F71-127.
2.4.1 Ensayo de inhibicion de a-glucosidasa.
Esta técnica se basa en que el sustrato p-nitrofenil-a- D-glucopiranésido, por
accion de la alfa-glucosidasa, hidroliza su enlace a-1,6-glucosidico y se forma un

complejo coloreado (Figura  4), que puede ser cuantificado

espectrofotométricamente a una absorbancia de 405 nm.
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Figura 4 Hidrdlisis de p-nitrofenil-a-D-glucopirandsido con a-glucosidasa.

Se prepara una solucién de a-glucosidasa (25 pyL a 0-2 U/mL), se adiciona
solucion de p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido (25 puL a 23.2 mM), las distintas
concentraciones a evaluar 1,10, 100 pg/mL y un buffer de fosfatos 67 mM (175 pL,
pH = 6.8). La solucién final de la reaccion tiene un volumen de 250 pL, que se
guarda en incubacién a 37°C por 15 minutos, para finalmente adicionar 50 pL de
solucién de carbonato de sodio 1M, lo que detiene esta reaccién. El control
positivo es preparado con quercetina; mientras que el negativo con el mismo
buffer de fosfatos. El porcentaje de inhibicion enzimética es calculado como sigue

(Figura 5):

% de Inhibicidn= [(DOcontrol neqgativo- DOblanco)-(DOmuestra- DOconirol positivo)] X 100
(DO control negativo- DO blanco)

Figura 5 Calculos del porcentaje de inhibicion enzimética de a-glucosidasa
(DO = dispersion optica).
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2.5 Andlisis estadistico.

Los resultados obtenidos durante las evaluaciones biologicas fueron sometidos
a andlisis estaditico de varianza (ANOVA), estadistica descriptiva y potencias y
tamafio de muestras, utilizando el programa estadistico SigmaStat® Advisory

Statistics for Scientists.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Material fungico.

3.1.1 Obtencion de cepas para el estudio.

El material fungico fue proporcionado por la Facultad de Medicina de la UANL.

3.2 Crecimiento in vitro del basidiomiceto.

3.2.1 Crecimiento de L. lepideus en medio solido.
Para la inoculacién en el medio liquido, la biomasa se obtuvo a partir de la cepa
aislada previamente obtenida en el Departamento de Farmacologia y Toxicologia

de la Facultad de Medicina, de la UANL.
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3.2.2. Crecimiento de L. lepideus en medio liquido.
La inoculacién del basidiomiceto se realizé segun la metodologia descrita en el
punto 2.2.1.2 y 2.2.1.3. En la Figura 6, se aprecia a L. lepideus en distintos

tiempos de crecimiento con su morfologia y pigmentacion caracteristicas.

(A) (B)

Figura 6 Crecimiento de L. lepideus a distintos tiempos de incubacion en medio
Melin-Norkrans modificado. (A) A cuatro semanas de incubacién en medio solido;
(B) a dos meses de crecimiento en medio liquido.

3.3. Estandarizacion del modelo animal de diabetes.

3.3.1 Modelo animal de diabetes.

En el modelo se consideraron solo a las ratas 1, 2, 4 y 5 debido a que la tres no
desarrolld diabetes. En la Tabla 14 se muestran las variaciones de glucosa en
sangre de las ratas, desde gque se encontraban con una glucemia normal, hasta el
desarrollo final de la diabetes. Al mismo tiempo, se aprecia que después de las 24

horas, la hiperglucemia en las ratas diabéticas no disminuyo de los 200 mg/dL. La
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rata tres a pesar de las marcadas variaciones en los niveles de glicemia que
presentd durante el ensayo, no se consideré como diabética debido a que no tuvo

una glucemia mayor a los 200 mg/dL como las otras ratas, al finalizar el ensayo.

En la Tabla 14 se muestran los resultados de las concentraciones de glucosa

plasmética del modelo animal de diabetes.

Tabla 14 Concentracion de glucosa plasmética expresada en mg/dL, a distintos
tiempos en el modelo animal de diabetes.

Rata 1 2 3 4 5
t
to (0 h) 94 86 83 94 104
t; (3h) 355 339 131 318 324
t, (6 h) 47 38 51 39 43
ts (9h) 160 329 134 270 108
t, (24 h) 382 372 369 185 365
ts (48 h) 321 375 115 392 287
ts (72 h) 321 297 135 322 325
t, (144 h) | >600 > 600 120 578 536
Te (216 h) 393 456 85 398 336

Los resultados de las concentraciones de glucosa plasmatica de la rata tres
parecen mostrar un mecanismo de resistencia del organismo del animal hacia la

administracion de la STZ, mostrando reversibilidad en comparacién con el resto de
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los animales en estudio. La rata era inicialmente normoglucémica (83 mg/dL de
glucosa en sangre), tuvo un aumento poco importante de glucosa y después, al
igual que las otras, los valores disminuyeron considerablemente. A las 9 h,
empezo6 el aumento de la concentracion de glucosa, alcanzando un valor de 369
mg/dL a las 24 h. Pero, en el dia siguiente de la administracion de STZ, empez0 la
disminucion de glucosa, lo que hace evidente la resistencia de la rata al efecto de
la STZ; termind el ensayo a las 216 h con una concentracion de 85 mg/dL,
mostrando con esto que el 80% de la poblacion animal logr6 un desarrollo

satisfactorio de diabetes.

Las ratas mantuvieron una glucosa mayor de 200 mg/dL a partir de las 48
horas de iniciado el proceso de diabetizacion. En la Figura 7 se muestra la

variacion de glucosa plasmaética a lo largo de la evaluacion.
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Figura 7. Variacion de glucosa plasmatica del modelo animal de diabetes por STZ.
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Conforme transcurrié el tiempo de la evaluacién, las ratas aumentaron su

ingesta de agua y disminuyeron un poco la de alimento.

3.3.2 Réplica del modelo animal de diabetes.

Los calculos para determinar las dosis de STZ en cada rata fueron similares al
modelo. En la Tabla 15 se muestran los resultados de las mediciones de glucosa
plasmatica de las ratas en la réplica del modelo animal de diabetes; puede
apreciarse que las variaciones de la réplica son similares a las fluctuaciones de

glucosa plasmatica observadas en el modelo.

Tabla 15 Concentracion de glucosa plasmaética expresada en mg/dL a distintos
tiempos en la réplica del modelo de diabetes en animales.

Rata 1 2 3 4 5

T

to (0 h) 87 84 100 97 91

t; (3 h) 351 305 292 347 125

t, (6 h) 75 234 66 41 108

t3 (9 h) 109 92 115 47 101
t, (24 h) 448 493 449 446 126
ts (48 h) 394 >600 | 538 594 164
Te (216 h) | >600 383 305 | >600 | 108
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En la réplica, se observa la glucemia normal inicial de los animales y que,
después de las 24 a 48 horas inicia la hiperglucemia marcada, con valores

similares al modelo (ver Figura 8).
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Figura 8. Variacion de glucosa plasmatica de la réplica del modelo animal de
diabetes por STZ.

De modo similar al modelo, cuatro de las cinco ratas evaluadas lograron
desarrollar diabetes, debido a que la rata cinco quedé con valores
normoglucémicos y en todas aquellas diabéticas, la glucosa super6 los 200 mg/dL
en sangre, despueés de las 48 horas. Durante el proceso se aprecio una fluctuacion
importante del peso de los animales, donde se presentd una disminucion de peso

de entre 10 a 15% respecto a su peso inicial.
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3.4 Evaluacion de la actividad biologica del Exto MeOH de L. lepideus.

3.4.1 Evaluacion en ratas normoglucémicas diabetizadas con STZ.

3.4.1.1 Diabetizacién de las ratas a utilizar en la evaluacion de la
actividad antidiabética del Exto MeOH de L. lepideus.
La diabetizacion se realizdé segun el modelo animal de diabetes establecido en

el presente trabajo, mostrado en los puntos 2.2.4.1.

En este grupo de animales, la glucosa plasmatica logr6 un comportamiento
semejante a lo obtenido anteriormente en los resultados del modelo animal y en su
réplica, por lo que se inici6 con la administracion del Exto MeOH al noveno dia,
donde se presentaron valores altos, con mas de 200 mg/dL y se observd que no
habia reversibilidad en la diabetes causada por la STZ. En la Figura 10 se
muestran las concentraciones plasméaticas de glucosa de todos los grupos de

ratas que fueron sometidos a diabetizacién por STZ.
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Figura 9. Concentraciones de glucosa plasméatica expresadas en mg/dL, de las
ratas sometidas a diabetizacion para la evaluacion del Exto MeOH de L. lepideus.

Para el Ultimo dia de la evaluacion, los niveles de glucosa en los grupos que se
utilizarian posteriormente para la administracion del Exto MeOH, fueron mayores a

400 mg/dL.

Durante el ensayo, perecieron tres ratas que pertenecian a los grupos del
vehiculo, glibenclamida y de la dosis de 300 mg/kg de peso de la rata del Exto
MeOH del basidiomiceto, respectivamente. Las ratas muertas no fueron
consideradas para el andlisis de los resultados. Adicionalmente, una rata
perteneciente al grupo de la dosis de 100 mg/kg del Exto MeOH, también fue

descartada del estudio debido a que no desarrollo diabetes.
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3.4.1.2 Evaluacion de la actividad antidiabética del Exto MeOH de L.
lepideus en ratas diabetizadas.

Después de haber alcanzado los valores de glucemia esperados en las ratas
diabetizadas (véase punto 3.4.1.1), se continud con la evaluacion del Exto MeOH
por siete dias y se encontré que la mayor disminucién de glucosa la obtuvo el
grupo al cual se le administré la dosis de 30 mg/kg de Exto MeOH durante el
tercer dia, al disminuir hasta en 32% la glucosa plasmética; mientras que el control

positivo, la glibenclamida, disminuyo la glucosa en 28%.

El promedio de las concentraciones plasmaticas de los grupos con las dosis de
vehiculo, glibenclamida y de 30 mg/kg del Exto MeOH de L. lepideus, se
representan como Grupos |, Il y V, respectivamente, en la Figura 11; el grupo del
Exto MeOH tuvo una mayor reduccion del valor de glucosa plasmatica que al que
se le administré glibenclamida, aunque la diferencia del efecto no fue tan
significativo en la tercera hora del ensayo, fue mas marcado durante la sexta hora,

indicando asi un probable efecto terapéutico.
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Figura 10. Variaciones de las concentraciones de glucosa plasmatica en mg/dL de

los grupos de las dosis de Tween 80, glibenclamida y Exto MeOH a 30 mg/kg, en

la evaluacién del Exto MeOH de L. lepideus en ratas diabetizadas, con respecto a
los valores originales de glucosa plasmatica.

Cabe destacar que la evaluacion del Exto MeOH de L. lepideus en ratas
diabetizadas se realiz6 para confirmar la reproducibilidad de la actividad
antidiabética previamente reportada por nuestros colaboradores en la Facultad de
Medicina de la UANL. Los resultados obtenidos de la evaluacion del Exto MeOH
fueron consistentes con los datos publicados por Tamez de la O y cols., por lo cual
se decidié continuar con el trabajo fitoquimico y farmacolégico del extracto sin
realizar el ensayo por triplicado que conduzca a la obtencion de datos para

analisis estadistico “°.
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3.4.2 Evaluacion de la actividad antidiabética del Exto MeOH de L. lepideus
en ratas normoglucémicas.

La valoracion del Exto MeOH de L. lepideus se realizé conforme a lo efectuado
para el grupo de ratas diabetizadas y se procedié de forma semejante; excepto
porque se utilizaron cuatro ratas, en vez de cinco, debido a que la probabilidad de
que se presentara muerte en el grupo animal se reduce al no administrarseles el
agente diabetégeno. El ensayo se llevdé a cabo segun lo descrito en el punto
2.2.4.1. La Figura 12 muestra los promedios, por hora, de las concentraciones de
glucosa en sangre en mg/dL, en la cual se observa un ligero descenso en la
glucosa en el grupo de las ratas que tuvo la dosis de 30 mg/dL, pero mucho menor

a lo obtenido por el grupo que se le administré la dosis de glibenclamida.
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Figura 11. Variaciones de las concentraciones de glucosa en mg/dL de los grupos
de las dosis de Tween 80, glibenclamida y Exto MeOH a 30 mg/kg en la
evaluacion del Exto MeOH de L. lepideus en ratas normoglucémicas.
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3.5 Aislamiento y caracterizacién estructural de los compuestos puros

obtenidos a partir de L. lepideus.

3.5.1. Obtencién del Exto MeOH de L. lepideus.

Del cultivo liquido de L. lepideus, se obtuvieron 120 g de biomasa seca, la cual

se macerd con metanol y se obtuvieron 26 g de Exto MeOH, lo que corresponde a

un rendimiento de 21.6%. Veinte gramos del Exto MeOH se sometieron a una

cromatografia en columna (C.C.) de vidrio.

De la C.C., se obtuvieron 308 fracciones de 250 mL cada una, las cuales se

reunieron por similitud cromatografica, en 12 fracciones principales (ver Tabla 16).

Tabla 16. Fracciones principales obtenidas a partir de la C.C. del Exto MeOH de L.

lepideus.
Eluato Fase Moévil Proporcion (%) Fraccién
1-10 Hex = Hex:AcOEt 100 =95:5 A
11-20 Hex:AcOEt 95:5 B
21-35 Hex:AcOEt 95:5 = 90:10 C
36 -45 Hex:AcOEt 90:10 = 80:20 D
46 - 70 Hex:AcOEt 80:20 = 65:35 E

Tabla 16 (Continda)
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71-127 Hex:AcOEt = AcOEt 65:35 2100 F
128 - 160 AcOEt 100 = 90:10 G
161 - 207 AcOEt:MeOH 90:10 =» 65:25 H
208 — 249 AcOEt:MeOH 65:25 = 50:50 [
250 - 284 AcOEt:MeOH 40:60 = 20:80 J
285 - 298 AcOEt:MeOH 20:80 = 10:90 K
299 - 308 MeOH 100 L

Algunas fracciones no fueron incorporadas a las fracciones principales porque
presentaban un precipitado que fue separado por filtracion en embudo Blchner y
recristalizado con diferentes disolventes. Tal fue el caso de las fracciones F17
(AH-2) y F36-44 (AH-5), que fueron obtenidas con mezclas de Hex:AcOEt en
gradiente de polaridad. En la Tabla 17 se observan las cromatografias en placa
fina (C.P.F.) correspondientes a F17 y F36-44, y las condiciones a las que se

eluyeron dichas placas.

90



Tabla 17. Fracciones seleccionadas para ser analizadas por RMN, obtenidas a
partir del Exto MeOH de L. lepideus.

Fraccion Polaridad
F17 (AH-2)
Hex:AcOEt,
85:15
TLC, 1x4 cm.

UV-Vis, a 254 nm.

F36-44 (AH-5)
Hex:AcOEt,

75:25
TLC, 1x4 cm.

Revelador: sulfato cérico
amoniacal.

3.5.2. Compuesto AH-2, obtenido de la fraccion F17.

El compuesto AH-2 precipité como un sélido blanco en la fraccién 17, obtenida
en la polaridad de Hex:AcOEt, 95:5 a partir de la C.C. del Exto MeOH de L.
lepideus. Dicho solido blanco fue recristalizado en forma de agujas mediante
evaporacion lenta de acetato de etilo, obteniéndose 420 mg. Los datos del

compuesto AH-2 se presentan en la Tabla 18.
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Tabla 18. Datos cromatograficos y fisicos del compuesto AH-2, obtenido de la
fraccion F17.

Compuesto Imagen Datos cromatograficos y fisicos
AH-2
Pf=184-87 °C
Rf=0.35

Hex:AcOEt, 85:15

TLC, 1x4 cm

Revelador: sulfato cérico amoniacal

Después de realizar el analisis mediante RMN, el compuesto fue identificado
como p-metoxicinamato de metilo (AH-2), con base en sus propiedades

espectroscopicas experimentales (ver Figura 12).

Figura 12. Estructura del p-metoxicinamato de metilo (AH-2).
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A continuacion se muestran los datos espectroscépicos de AH-2, obtenido de la
fraccion F17:
RMN-'H (300 MHz, CDCls): 8ppm: 7.64 (1H, d, J = 16.2 Hz, H-7), 7.48 (2H, d, J =
2.0, 8.7 Hz, H-2, H-6), 6.89 (J = 2.0, 8.7 Hz, H-3, H-5), 6.298 (1H, d, /] = 16.2 Hz,

H-8), 3.82 (3H, s, Ar-OCHg), 3.78 (3H, s, -COOCHS).

RMN-C (75 MHz, CDCls) 8ppm: 167.69 (C1), 161.32 (C4’), 144.45 (C3), 129.66

(C2°, C6"), 127.04 (C1), 115.19 (C2), 114.25 (C3", C5), 55.30 (C4), 51.51 (C10).

3.5.2.1 Elucidacion estructural del compuesto AH-2, obtenido de la

fraccion F17.

El espectro de RMN-'H (300 MHz, CDCl; Figura 13), exhibié un patrén de
sefales caracteristico de un compuesto aromatico para-disustituido, aunado a un
sistema transvinilico. En la regiébn de campo bajo se observan dos sefiales dobles
en & 7.64 (] = 16.2 Hz, H-3) y 6.89 ppm (/] = 16.2 Hz, H-2) atribuibles a protones
vinilicos con constantes de acoplamiento caracteristicas de un sistema trans. En
esta misma region se observan dos dobletes de cuartetos que resuenan en & 7.48
(J = 2.0, 8.7 Hz, H-2, H-6) y 6.89 ppm (J = 2.0, 8.7 Hz, H-3, H-5), (J = 2.0, 8.7 Hz).
Los dos grupos de sefales integran para dos protones cada uno y fueron

atribuidos a un sistema de protones AA’'BB’, que es caracteristico de bencenos
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para-disustituidos con protones quimicamente equivalentes, pero magnéticamente

diferentes.

De acuerdo con el tipo de carbonos observados en el experimento DEPT-135
(Figura 14) se confirman los seis carbonos del benceno y los dos carbonos del
sistema vinilico, si se considera que en el espectro de RMN-*C (75 MHz, CDCls,
Figura 15) se observan 11 sefiales, de las cuales seis fueron asignadas al
benceno y dos al vinilo, las tres sefales restantes fueron asignadas, en co-analisis
con el espectro DEPT-135, a un carbonilo de éster a,B-insaturado y a dos metilos
de grupo metoxilo. Los grupos metoxilos fueron confirmados por el espectro de
RMN-'H con la presencia de dos sefiales simples que integran para tres protones
cada una y que resuenan en & 3.82 (Ar-OCH3) y 3.78 ppm (—COOCHj3). La
comparacion de los datos espectroscépicos observados para el compuesto AH-2
con los reportados en la literatura, permitieron establecer la identidad de AH-2

como p-metoxicinamato de metilo (ver Tabla 19) .
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Tabla 19. Datos espectroscopicos del p-metoxicinamato de metilo.

p-metoxicinamato de metilo

RMN *H (300 MHz, CDCl5) RMN *°C (75 MHz, CDCl5)
Hidrogeno RMN *H gy, RMN *H Carbono RMN ®Cg,  RMN PC
oppm (M, Ju,) oppm (M, Ju,) oppm oppm
7 7.64(d,J=16.2 7.66(d,J=15.6 1 167.69 168.0
Hz, H-7) Hz, 1H).
2,6 7.48(d,J=2.0, 7.48(d,j=8.4 &4 161.32 161.7
8.7 Hz, H-2, H-6) Hz, 2H)
3,5 6.89 (dd,/=2.0, 6.91(d,J=8.4 3 144.45 144.8
8.7 Hz, H-3, H-5) Hz, 2H),
8 6.298 (d,J=16.2 6.32(d,J=16.0 2,6 129.66 130.0
Hz, H-8) Hz, 1H),
4 3.82 (s, CHsO- 3.84 (s, 3H) 1 127.04 127.3
Ar)
10 3.78 (s, - Ar- 3.80 (s, 3H) 2 115.19 115.5
OCH 3)
3,C5 114.25 114.6
4 55.30 55.7
10 51.51 51.9

Exp.= experimental, Lit.= literatura. Tomado de Sun, P. et al. 2012.
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3.5.3 Compuesto AH-5, obtenido de las fracciones F36-44.

El compuesto AH-5 precipité como un sélido blanco cristalino a partir de las
fracciones 36-44, recuperadas a partir del Exto MeOH de L. lepideus, en la
polaridad de Hex:AcOEt, 9:1 a 8:2 de la C.C. Este solido se recristalizd6 por
evaporacion lenta con cloroformo en forma de agujas finas, obteniéndose 250 mg.
El compuesto fue identificado como ergosterol (ver Figura 16), y en la Tabla 20 se

muestran algunos datos cromatograficos del compuesto.

HO

Figura 16. Estructura del ergosterol (AH-5).
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Tabla 20. Datos cromatogréficos y fisicos del compuesto AH-5, recuperado de las
fracciones F36-44.

Compuesto Imagen Datos cromatograficos y fisicos
AH-5
" % Pf = 155-158 °C

Rf=0.21

|

Hex:AcOEt, 75:25

TLC, 1x4 cm

L e i A

Revelador: sulfato cérico amoniacal

Los datos espectroscépicos de AH-5, obtenido de las fracciones F37-44 son:
RMN-'H (300 MHz, CDCls): &(ppm) : 5.57 (1H, dd, J = 2.4, 5.7 Hz, H-7), 5.38 (1H,
dd, J = 2.4, 5.7 Hz, H-6), 5.21 (1H, dd, J = 15.0, 5.4 Hz, H-23), 5.17 (1H,dd, J =
15.0, 5.4 Hz, H-22), 3.63 (1H, m, H-3), 2.47 (1H, ddd, J = 1.8, 6.6, 14.4 Hz, H-20),
2.28 (1H, ta, J = 13.8 Hz, H-24), 2.09-1.20 (18H, m, H»-1, Hy-2, Hy-4, H-9, H,-11,
H,-12, H-14, H»-15, H»-16, H-17, H-25), 1.03 (3H, d, J = 6.6 Hz, H3-21), 0.94 (3H,
s, Hs-19), 0.92 (3H, d, / = 6.6 Hz, H3-28), 0.83 (3H, d, J = 6.6 Hz, H3-27), 0.82 (3H,

d, ] = 6.6 Hz, H3-26), 0.63 (3H, s, H3-18).
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RMN-'3C (75 MHz, CDCls) 5ppm: 141.3 (C-8), 139.7 (C-5), 135.5 (C-22), 131.9 (C-
23), 119.9 (C-6), 116.2 (C-7), 70.4 (C-3), 55.6 (C-17), 54.5 (C-14), 46.2 (C-9), 42.8
(C-13 y C-14), 40.7 (C-4), 40.4 (C-20), 39.0 (C-12), 38.3 (C-1), 37.0 (C-10), 33.0
(C-25), 31.9 (C-2), 28.2 (C-16), 22.9 (C-15), 21.09 (C-11 y C-21), 19.9 (C-27), 19.

6 (C-26), 17.5 (C-19), 16.2 (C-28), 12.0 (C-18).

3.5.3.1 Elucidacién estructural del compuesto AH-5, obtenido de las

fracciones F36-44.

El espectro de RMN-'H (300 MHz, CDCl; Figura 17), del compuesto AH-5
presento tres grupos de sefales con desplazamientos quimicos caracteristicos de
protones vinilicos (&4 5.57-5.17 ppm), confirmados con las sefiales de sus
carbonos correspondientes (3¢ 141-116 ppm) del espectro de RMN-3C (75 MHz,
CDCI;, Figura 18). La senal doble, resonante en 6 5.57, fue atribuida al protén H-7
por sus constantes de acoplamiento (J = 2.4, 5.7 Hz) que indicaron su
acoplamiento con la sefal resonante en 5.38 (1H, dd, /] = 2.4, 5.7 Hz) del protén
vinilico vecino H-6. En la region cercana a las sefiales de H-6 y H-7 se encuentran
dos grupos de sefiales caracteristicos de un sistema de protones vinilicos con
configuracion trans; es decir, se observan dos sistemas de sefiales doble de

dobles en 6 5.21 (H-23) y 5.17 (H-22) con una J = 15 Hz.
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Por otra parte, el espectro de hidrogeno muestra un multiplete en &y 3.63 ppm
que corresponde a un proton geminal a grupo hidroxilo (H-3) y que se confirma por
su sefal de carbono resonante en d¢c 70.4 ppm. Adicionalmente, el espectro de
protén exhibe seis grupos de sefales a campo alto (& 1.04-0.63 ppm), las cuales
integran para tres hidrégenos cada una y corresponden a grupos metilo con y sin
acoplamiento a grupos metinos. El andlisis del espectro de hidrégeno sélo permitié
deducir que AH-5 podia corresponder a un esteroide o un triterpeno de acuerdo
con el niumero de hidrégenos exhibidos. Para esclarecer esto, fue necesario
recurrir al espectro de RMN-*C (Figura 18) y al experimento DEPT-135. El
namero de sefiales observadas en el espectro de carbono (Figura 19) aunado al
tipo de carbono derivado del experimento DEPT-135, permitieron deducir que el

compuesto AH-5 correspondia a un compuesto de 28 carbonos.

Al comparar los datos espectroscopicos experimentales de AH-5 con los
reportados en la literatura (véase Tabla 21), fue posible establecer que AH-5

corresponde al esteroide llamado ergosterol °’.
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Tabla 21. Datos espectroscopicos del ergosterol.

Ergosterol

RMN *H (300 MHz, CDCl5) RMN *°C (75 MHz, CDCl5)
Hidrégeno RMN *H gp. RMN'H_; Carbono RMN®Cg, RMN®™C
oppm (M, Jiz) oppm (m, oppm oppm
Jhz)
7 557 (dd,J =2.4,5.7Hz, 5.58 (1H, 8 141.3 141.5
H-7) m)
6 5.38(dd,J =2.4,5.7Hz, 5.39 (1H, 5 139.7 139.9
H-6), m)
23 5.21 (dd, J = 15.0, 5.4 5.22 (1H, 22 131.9 135.5
Hz, H-23) dd, J=
15.2, 8.0
Hz)
22 5.17 (dd, J = 15.0, 5.4 5.18 (1H, 23 135.5 132.0
Hz, H-22) dd, J=
15.2,
8.0Hz,)
3 3.63 (m, H-3), 3.63 (1H, 6 119.9 119.7
m)
20 2.47 (ddd, J = 1.8, 6.6, 7 116.2 116.4
14.4 Hz, H-20)
24 2.28 (t, ] = 13.8 Hz, H- 3 70.4 70.6
24),
17, 25 2.09-1.20 (m, Hp-1, 17 55.6 55.8
H,-2, Hy-4, H-9, H,-11,
H,-12, H-14, H,-15, H,-
16, H-17, H-25)
21 1.03(d, J =6.6 Hz, H;- 1.04 (3H,d, 13,14 42.8 54.7
21) ] = 6.6 Hz)
19 0.94 (s, Hz-19) 0.95 (3H, s) 9 46.2 46.4
28 0.92(d,J = 6.6 Hz, H;- 0.92 (3H, d, 24 42.803 42.9
28) ] =6.8Hz)
27 0.83(d, J = 6.6 Hz, H5- 0.84 (3H, d, 20 40.4
27) ] = 6.4 Hz)
26 0.82(d, J = 6.6 Hz, H;- 0.83(3H, d, 4 40.7 40.8
26) ] =6.7 Hz)
18 0.63 (s, Hs-18) 0.63 (3H, s) 12 39.0 39.0
1 38.3 38.3
10 37.0 37.1

Tabla 21 (Continta)
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25 33.0 33.2

2 31.9 32.1
16 28.2 28.4
15 22.9 23.1
11,21 21.09 21.2
27 19.9
26 19.6 19.8
19 17.5 17.7
28 16.2 16.4
18 12.0 12.2

Exp.= experimental; Lit.= literatura. Referencia tomada de Chen, D. Q. et al. 2013.
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Figura 18. Espectro de RMN-'H (300 MHz, CDCls), del compuesto AH-5.

105



L0 2 —
0O —————_
ool ———— N
oo ———
Sre6L —
601z ——

88z ———
nwew ————————
oweie e
8908 ——————
0l ———
%o K\\—
ze0'6e —_—
czvor —
) ———
ey ———
wmw — —————

10

20

30

40

WL —————

oog eI —

606 161

[

L —
SYE N

60

70

80

90

110

120

130

140

|
160

I
170

190

\ A
i3 5 B B
Ao 18

Figura 19. Espectro de RMN-'3C (75 MHz, CDCls) del compuesto AH-5.
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3.5.3. Compuesto AH-4, obtenido de las fracciones F71-127.

El compuesto AH-4 al igual que AH-2 y AH-5 precipité en forma de solido
blanco en las fracciones 71 a 127, obtenido de la C.C. del Exto MeOH de L.
lepideus, dentro las polaridades Hex:AcOEt = AcOEt, 65:35 =» 100. De este
compuesto, se logré obtener casi 700 mg. Los datos del compuesto AH-4 son

mostrados en la Tabla 22:

Tabla 22. Datos cromatograficos y fisicos del compuesto AH-4.

Compuesto Imagen Datos cromatogréficos y fisicos
AH-5
Pf= 270-273°C
Rf =0.33
Hex:AcOEt, 8:2

TLC, 1x4 cm

Revelador: sulfato cérico amoniacal

Este compuesto, AH-4, fue analizado por RMN-'H (Figura 20) y -*C (Figura 21)
mostrando un patrén de sefales caracteristico de un esteroide, pero su
elucidacién estructural continta en proceso debido a la complejidad que mostré en

la region de campo alto de ambos espectros.
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Figura 20. Espectro de RMN-'H (300 MHz, CDCls) de compuesto AH-4.
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Figura 21. Espectro de RMN-'3C (75 MHz, CDCls) de compuesto AH-4.
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3.6 Evaluacién de la actividad biolégica del compuesto AH-4 obtenido a

partir del Exto MeOH de L. lepideus.

3.6.1 Evaluacién en ratas normoglucémicas diabetizadas con STZ.

3.6.1.1 Diabetizacion de ratas a utilizar en la evaluacion bioldgica del

compuesto AH-4 obtenido del Exto MeOH de L. lepideus.

La induccion de la diabetes fue hecha segun lo establecido anteriormente en el
punto 2.2.4.1. La glucosa plasmatica fue monitoreada en los tiempos: 0, 3, 6, 24,
48 y 72 horas después de la administracion de STZ. En la Tabla 23 se muestran
los resultados de glucosa plasmatica durante el proceso de diabetizacién de ratas
de este grupo; mientras que en la Figura 21 se pueden observar las variaciones de

glucosa durante el mismo.

Tabla 23. Concentraciones promedio de glucosa plasmatica de las ratas
sometidas a diabetizacién para la evaluacién del compuesto AH-4. Los valores se
expresan en mg/dL.

Compuesto to t3 te tog t4s t72

AH-4, 31 mg/kg 120 | 336 | 108 | 443 | 383 398
AH-4, 10 mg/kg 98 322 | 136 | 413 | 399 347
AH-4, 3.1 mg/kg 110 | 304 95 404 | 430 428
Glibenclamida, 10 mg/kg 81 307 90 380 | 376 308
Tween 80, 10 mg/kg 114 | 306 | 134 | 420 | 466 497
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Al igual que en los ensayos biolégicos anteriores, las ratas lograron alcanzar
una glucosa plasmatica superior a los 200 mg]/dL después de las 24 h y se
mantuvieron con estos valores en los dias subsecuentes. Ningun animal murié

durante el proceso de diabetizacion.

600
g 500
S~
b0
£
~ 400 o
S / ———AH-4, 31 mg/kg
=]
'€ 300 e AH-4, 10 mg/kg
w
(1]
° AH-4, 3.1 mg/k
2200 g/kg
3 = Glibenclamida, 10 mg/kg
o
5 100 == Tween 80, 10 mg/kg

0
t0 t3 t6 124 t48 172
Tiempo (h)

Figura 22. Variacidon de glucosa plasmética durante la diabetizacion de las ratas
para la evaluacion del compuesto AH-4.

Se puede observar en la Figura 22 que los niveles de glucosa plasmética
tuvieron un comportamiento similar a lo obtenido anteriormente tanto en el modelo
y su réplica, como en el ensayo de la evalucién del Exto MeOH. Después de las
48 h y al alcanzar mas de 200 mg/dL en la glucosa plasmatica, las ratas fueron
consideradas como diabetizadas. En esta ocasion, ninguna rata murié durante la

diabetizacion o evaluacion del compuesto.
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La Tabla 24 muestra la variacibn de peso de las ratas sometidas a
diabetizacién, donde los resultados muestran pocos cambios en la masa corporal
de los animales durante el proceso; aunque cabe sefialar nuevamente que las

ratas disminuyeron la ingesta de alimento e incrementaron la de agua.

Tabla 24. Resultados de los valores obtenidos del peso (g) en el proceso de
diabetizacién para la evaluacion del compuesto AH-4.

t to t24 t48 t72 t96

Grupo
AH-4, 31 mg/kg 217 211 220 221 222
AH-4, 10 mg/kg 205 201 205 204 210
AH-4, 3.1 mg/kg 189 185 192 191 193
Glibenclamida, 10 mg/kg 172 169 169 173 173
Tween 80, 10 mg/kg 232 234 229 228 229

3.6.1.2 Evaluacién de la actividad antidiabética del compuesto AH-4 obtenido

del Exto MeOH de L. lepideus en ratas diabetizadas.

Inmediatamente después del proceso de diabetizacion, se procedi6 a la
evalucion del compuesto AH-4 durante cuatro dias. EI menor valor de glucosa
plasmatica obtenido durante las valoraciones, se alcanzo en el dia dos y a la dosis
de 10 mg/kg. La Tabla 25 muestra los promedios de valores de glucosa plasmatica

de los grupos de ratas obtenidos durante el mismo dia.
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Tabla 25. Valores de glucosa plasmatica (mg/dL) obtenidos en el dia dos de
evaluacion del compuesto AH-4.

Evaluaciones Gluc. Gluc. Promedio de | % reduccion

Grupo ton ton glucosa/dia de glucosa
AH-4 (31 mg/kg) 394 301 369 23.60
AH-4 (10 mg/kg) 412 299 342 27.42
AH-4 (3.1 mg/kg) 492 391 421 20.52
Glibenclamida (10 mg/kg) 374 322 345 13.00
Tween 80 (10 mg/kQg) 591 479 499 2.44

Se puede observar que el compuesto AH-4 exhibid buenos valores de
reduccion de glucosa plasmatica debido a que los promedios expresan
disminucién considerable de la glucosa para las tres dosis evaluadas en
comparacion con los controles. Ademas se demuestra un efecto hipoglucemiante
de larga duracion, al lograr la reduccién de los valores de glucosa plasmética a las
9 horas de administrado el compuesto. Finalmente el resultado de la reduccién
glucosa plasmatica obtenido de la dosis de 10 mg/kg fue de 27.3%; mientras que
para la misma hora y a la misma concentracion de glibenclamida fue de 13%, por
lo que se puede asumir que el compuesto AH-4 tiene un efecto de reduccion de
glucosa plasmética bueno. La variacién de la glucosa durante el dia de evaluacion

se muestra en la Figura 23.
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% de variacion

-30
15 3 5 7 9
Tiempo (h)
= AH-4 31 mg/kg mAH-4 10 mg/kg AH-4 3.1 mg/kg

m Glibenclamida, 10 mg/kg = Tween 80, 10 mg/kg

Figura 23. Variaciones de las concentraciones de glucosa (mg/dL) de los grupos
de ratas evaluados durante el segundo dia con AH-4 en ratas diabetizadas.

3.6.2 Evaluacion de la actividad antidiabética del compuesto AH-4 obtenido

del Exto MeOH de L. lepideus en ratas hormoglucémicas

Esta evaluacién se efectué con una poblacién animal de cuatro ratas por grupo
evaluado y de forma similar a lo realizado en los puntos 2.2.4.1, 3.4.2 y 3.6.1.2.
Los valores de los promedios de la glucosa plasmatica obtenidos se muestran en
la Tabla 26. Al igual que el grupo anterior, no hubo decesos de animales en esta

parte de trabajo.
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Tabla 26. Valores de glucosa plasmatica (mg/dL) obtenidos en el dia dos de
evaluacion del compuesto AH-4.

Evaluaciones | Gluc. Gluc. % de % reduccioén

ton ton glucosa | deglucosa
/ dia
AH-4, 31 mg/kg 121 108 112 10.74
AH-4, 10 mg/kg 118 105 115 11.01
AH-4, 3.1 mg/kg 126 119 120 5.55
Glibenclamida 10 mg/kg 95 63 85 33.68
Tween 80 10 mg/kg 109 106 102 2.75

Estos resultados muestran que el compuesto AH-4 no tiene actividad
hipoglucemiante en ratas normoglucémicas, debido a que redujo muy ligeramente
los niveles de glucosa en las ratas en todas las concentraciones evaluadas,
comparadas con el control positivo, la glibenclamida. Sin embargo, conforme
avanz6 la evaluacién, las ratas disminuyeron paulatinamente la glucosa
plasmatica en comparacion con la que fue tomada al tiempo cero con el tiempo

final de cada dia.

En la Figura 24 se muestran los porcentajes de variacion de la glucosa

plasmatica a lo largo de la evaluacion del ensayo biolégico.
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= AH-4, 31 mglkg = AH-4, 10 mg/kg AH-4, 3.1 mg/kg

B Glibenclamida, 10 mg/kg = Tween 80, 10 mg/kg

Figura 24. Variaciones de las concentraciones de glucosa (mg/dL) de los grupos
de ratas evaluados durante el segundo dia con AH-4 en ratas normoglucémicas.

Segun los resultados, se corrobord que el compuesto AH-4 tiene un efecto nulo
como agente hipoglucemiante al no reducir de forma importante los niveles de
glucosa plasmatica, en especial al compararlo con la glibenclamida. Cabe sefialar
gue en ambas evaluaciones, los valores de glucosa plasmatica y de peso,
presentaron la tendencia a disminuir y mejorar a lo largo de los dias de la

evaluacion.
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3.8 Ensayo enzimético de inhibicion de alfa-glucosidasa del Exto MeOH de,

de L. lepideus, y de los compuestos AH-2, AH-4 y AH-5.

La actividad inhibitoria de la a-glucosidasa del Exto MeOH fue buena, en
particular a 100 pug/mL; el compuesto AH-4 resultd en un porcentaje de inhibicion
alto, mostrandose una inhibicion de mas de 90% para las tres distintas

concentraciones evaluadas, como se muestra en la Tabla 27:

Tabla 27 Resultados obtenidos del ensayo de inhibicion enzimatica de a-
glucosidasa de los compuestos evaluados.

Glucosidasa 100% - 0.435 -
L. lepideus 1 1.940 -2.21
L. lepideus 10 1.074 43.41
L. lepideus 100 0.102 94.61

AH-2 1 1.757 5.383
AH-2 10 1.796 3.319
AH-2 100 1.533 17.441
AH-4 1 0.001 99.99
AH-4 10 -0.069 100.69
AH-4 100 0.925 90.75
AH-5 1 1.881 -1.291
AH-5 10 1.689 9.079
AH-5 100 1.662 10.497
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CAPITULO 4

DISCUSION

Desde hace miles de afios, los basidiomicetos han sido utilizados con fines
terapéuticos dentro de culturas ancestrales, como las orientales y algunas otras
gue se desarrollaron en el territorio mexicano, como la Olmeca y la Azteca.
Gracias a ellos, se tiene el conocimiento empirico de que los basidiomicetos

podian ser utilizados con fines medicinales para combatir distintas enfermedades.

La importancia de la evaluacion de los basidiomicetos radica en que se ha
demostrado la eficacia terapéutica de estos sobre distintas enfermedades y
desérdenes metabolicos, debido a que pueden actuar sobre distintos 6rganos y
tejidos blanco del organismo, al trabajar con receptores de superficie celulares y

desencadenar sefales que dan como resultado una respuesta farmacoldgica.
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Ademas, los metabolitos fungicos se pueden obtener de diversas formas a partir
de los basidiomicetos, ya sea que se cultiven de manera silvestre o en laboratorio,
a partir de micelio, cuerpos fructiferos o bien, a partir del medio de cultivo donde

crezcan los mismos 2,

Y, aunque ya se tiene conocimiento de que los macromicetos tienen
actividades farmacolégicas comprobadas, como antioxidativas, hipoglucémicas,
antihiperglucémicas, antitumorales, inmunomoduladoras, hipocolesterolémicas,
antihipercolesterolémicas, antimicrobianas, por mencionar solo algunas de ellas,
aun no se le ha dado la justa investigacion a los basidiomicetos de la regibn como
potenciales agentes terapéuticos. En Oriente, es donde se encuentra desarrollado
mas ampliamente el estudio de los basidiomicetos; mientras que en México, los
reportes de las actividades farmacolégicas de los mismos son escasos Yy la
mayoria de ellos no incluyen un aislamiento de los compuestos responsables de

dicha actividad, hasta el momento.

En el presente estudio, se evalu6 la actividad farmacolégica de Lentinus
lepideus como agente antidiabético, al cual se le realizaron pruebas biologicas
como antihiperglucemiante e hipoglucemiante, mediante ensayos en ratas macho
Wistar normoglucémicas y diabetizadas con STZ. Esta variedad de Lentinus
cuenta con poca informacién respecto a sus propiedades terapéuticas, a diferencia

de Lentinus edodes, debido a que solo se tiene conocimiento de su potencial
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terapéutico como inmunomodulador, antioxidante, hipocolesterolemiante,

antitirosina, ademas de que mejora la hematopoiesis de médula 6sea 37 3% 40 41 42

48, 55, 64

El aislamiento de compuestos biol6gicamente activos a partir de cultivos puros
in vitro provenientes del micelio de Lentinus lepideus da la certeza de que los
compuestos aislados provienen de este basidiomiceto, descartando que
provengan a su vez, de cualquier otro microorganismo como podria ocurrir si se

evaluaran basidiomicetos silvestres.

El medio Melin-Norkrans modificado es el medio de cultivo de eleccién, pues
proporciona las condiciones adecuadas necesarias para un 6ptimo desarrollo y
crecimiento de Lentinus lepideus, al contar con los elementos que requiere como
C,0O,H, N, P, S, Fey Mg, procedentes de las distintas sales y constituyentes que

lo integran 37, 40, 48, 54, 55

La variacién de glucosa plasmatica, descrita en el punto 1.3, se desarrolla
en varias etapas debido al avance de la necrosis de las células beta del pancreas.
Los resultados del modelo de diabetes establecido dentro de este estudio
concuerda con lo previamente reportado en la bibliografia, debido a que el uso de

STZ como agente diabetdogeno, produjo una diabetes efectiva irreversible a la
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dosis Unica IP de 50 mg/kg de peso de la rata lo cual concuerda con lo reportado
por Mora H. et al (2009) al evaluar las distintas concentraciones de STZ. También
Dong et al (2011) evalud la concentracion de 50 mg/kg de STZ con buenos

resultados 38 43 44 45,46

Con la evaluacion del efecto antidiabético del Exto MeOH en este trabajo,
donde se obtuvo una disminucion de glucosa plasmética, de 32 % para el grupo
de ratas diabetizadas con STZ a las 6 horas de evaluacion, quedaron
corroborados los resultados del estudio realizado por Tamez de la O et al (2013),
donde se comprob6 el efecto antidiabético de Lentinus lepideus, Calvatia
cyathiformis y Ganoderma applanatum, al evaluarlos a las 3 y 6 horas de
administrado el Exto MeOH de cada basidiomiceto en ratas diabetizadas con
aloxana. Los resultados mostraron que, en el caso de L. lepideus, el porcentaje de

mayor reduccién de glucosa plasmatica se presento a las 6 horas, con 35% “°.

El ergosterol, una de las moléculas aisladas y elucidadas dentro del presente
trabajo, es un componente de la membrana celular de los basidiomicetos; su
presencia brinda propiedades antimicrobianas. Proviene de la conversion de
acetil-CoA a mevalonato, de este a escualeno y finalmente a colesterol o, en este
caso, a ergosterol. La metilaciéon del carbono 24 es caracteristica de hongos,
plantas y tripanosomatidos. Hasta el momento, no se ha relacionado su presencia

con actividades farmacolégicas antidiabéticas 2% 22 2% 30. 32,33

121



La unica molécula reportada con actividad farmacoldgica comprobada para
Lentinus lepideus es PG-101, con actividad inmunomoduladora, por lo que el
hallazgo de AH-4 como posible responsable de la actividad terapéutica es una de

las aportaciones de este trabajo 3% 3% 40:41.39.40.42,

Otras de las moléculas reportadas previamente en la literatura para Lentinus
lepideus son: metil anisato, metil cinamato; ademas de detectarse la presencia de
acido galico, acido clorogénico, vainillina, naringina, naingenina, formononetin y

biocanin-A y otros compuestos sulfuros °% .

Los resultados de la ultima evaluacién biologica realizada en el presente
trabajo, donde se utilizé el sélido denominado AH-4, mostré una actividad eficiente
como agente terapéutico antihiperglucemiante, al obtenerse resultados de
diminucion de glucosa mejores a los mostrados por la glibenclamida. En ambas
evaluaciones, el mejor resultado se presentd al segundo dia de iniciado el ensayo
bioldgico, y donde se obtuvieron valores de reduccion de glucosa plasmatica, en el
caso del grupo de las ratas diabetizadas, para el subgrupo de 10 mg/kg del sélido,
de hasta 27%, mientras que en el mismo dia y para la misma hora, el de la
glibenclamida fue de tan solo 13%. Por otro lado, en el grupo de las ratas
normoglucémicas, la reduccién de la glucosa plasmatica para el grupo al que se le
administré la misma dosis de 10 mg/kg, no fue significativa, debido a que la

reduccion de glucosa fue de apenas 4%, mientras que en el de glibenclamida fue
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de 42%, ambos para la misma hora de evaluacion. Con esto, queda corroborada

su actividad como agente antidiabético con propiedades antihiperglucemiantes.

La inhibicion enzimatica de a-glucosidasa de Lentinus lepideus no ha sido
reportada hasta el momento, por lo que los resultados obtenidos del ensayo,
donde se logré la inhibicion enzimatica de mas de 90% por parte del Exto MeOH y
en especial del compuesto AH-4, son un aporte mas logrado en el presente
trabajo; estos resultados dan la pauta para continuar hasta lograr la elucidacion

estructural de este compuesto.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Con respecto al modelo biolégico, ambos grupos de ratas desarrollaron
hiperglucemia debido a la accién de la estreptozotocina, mayor a 200 mg/dL a
partir de las 48 horas de administrada esta; de modo que fueron consideradas
como diabéticas. Se logré conseguir una diabetes no reversible, debido a esto se

considera que el modelo bioldgico pudo ser establecido con éxito.

Lentinus lepideus posee actividad biolégica como antidiabético, debido a que
su Exto MeOH logré disminuir la glucosa plasmatica en las ratas diabetizadas con
STZ (hasta en 32% respecto al control) y en las ratas normoglucémicas (con una
reduccion maxima de 37%), por lo que podemos asumir que Lentinus lepideus
también contiene uno o varios compuestos con actividad antidiabética,

corroborando a su vez los resultados que publicaron Tamez de la O y cols.
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Por otro lado, los resultados obtenidos de la inhibicibn enzimatica de o-

glucosidasa para este basidiomiceto, tanto del Exto MeOH como de AH-4,

muestran su efectividad como agente antidiabético.

El extracto metandlico de L. lepideus contiene diversos compuestos. El
ergosterol (AH-5) y el p-metoxicinamato de metilo (AH-2) son dos de estos
constituyentes, algunos mayoritarios y otros minoritarios. Cabe sefialar que una de
las estructuras aisladas y posible responsable de las propiedades
antihiperglucémicas del extracto, AH-4, se encuentra en proceso de elucidacion
estructural, debido a la complejidad de las sefiales obtenidas en los espectros de
RMN hasta el momento, a pesar de multiples intentos por purificarla. La actividad
inhibitoria de alfa glucosidasa para este compuesto es muy alta, por lo que es de
particular interés seguir trabajando con este sélido hasta lograr su completo

aislamiento y elucidacion estructural.

El extracto metandlico de L. lepideus cuenta con compuestos mayoritarios,
como el sélido AH-4, con propiedades antidiabéticas como antihiperglucemiante
que obtuvo mejores valores de disminucion de glucosa plasmatica en ratas
diabetizadas con estreptozotocina en comparacion con las ratas que fueron
tratadas con glibenclamida, demostrando asi que la hipotesis planteada al iniciar el

trabajo se acepta como verdadera segun los resultados obtenidos.
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CAPITULO 6

PERSPECTIVAS

Evaluar en cultivos celulares hepaticos, pancreéticos, renales y/o cerebrales el

efecto del basidiomiceto sobre el dafio ocasionado por la STZ.

. Elucidar el posible mecanismo de accion del o los compuestos responsables
de la actividad antidiabética ailsados a partir del extracto metandlico de

Lentinus lepideus.

. Continuar con la evaluacién de otros basidiomicetos del género de Lentinus
para conocer si también, ademas de Lentinus edodes y Lentinus lepideus,
cuentan con actividades antidiabéticas dentro de sus propiedades

farmacoldgicas.

Desarrollar mas estudios de basidiomicetos encontrados en México, debido a

gue el pais cuenta con una amplia variedad de los mismos.

Elucidar la estructura molecular del compuesto AH-4, obtenido a partir del Exto

MeOH de Lentinus lepideus.
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