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RESUMEN:

La nefropatia diabética constituye una de las complicaciones mas
importantes de la diabetes mellitus con repercusiones definidas en la calidad de vida
de los pacientes y en el prondéstico global de la enfermedad. Se conoce ahora qué
condiciones como el descontrol hiperglucémico crénico y la hipertension arterial
explican la patogenia del dafio estructural sobre las nefronas primeramente a nivel
mesangial para posteriormente tornarse en un dafio mas difuso que tiene una gran
correlacion con los estadios clinicos de Mogensen que son graduales y que a través
de los afos llegan a manifestarse como insuficiencia renal terminal. El sistema renal,
funciona, basicamente por la actividad hemodinamica, lo cual indica que se debe
mantener la integridad vascular de las nefronas, dado a que es la unidad minima y
funcional del rifidn. Por lo tanto, el efecto favorable sobre el sistema renal sera por
los compuestos de tipo fendlico y de las glucoquininas, las cuales tienen un efecto
vascular que favorecen la funcionalidad hemodinamica de los rifiones. El cahulote
se utiliza desde hace tiempo como parte de la medicina tradicional por sus

propiedades farmacoldgicas con efectividad hipoglucemiante de moléculas

especificas que se ha determinado solo para algunas plantas medicinales en México

utilizadas para tratar la DM2 entre estas la Guazuma ulmifolia o cahulote. En el
presente trabajo se reportan los resultados del andlisis fotoquimico de la parte

lipidica de la semilla de Guazuma ulmifolia.

Palabras clave: Alimento Funcional, Diabetes Mellitus, Cahulote




ABSTRACT:

Diabetic nephropathy is one of the most important complications of diabetes mellitus
with definite repercussions on the quality of life of patients and on the overall
prognosis of the disease. It is now known that conditions such as chronic
hyperglycemic imbalance and high blood pressure explain the pathogenesis of
structural damage to the nephrons, first at the mesangial level, to later become more
diffuse damage that has a high correlation with Mogensen's clinical stages, which
are gradual and that over the years come to manifest as terminal renal failure. The
renal system functions basically due to hemodynamic activity, which indicates that
the vascular integrity of the nephrons must be maintained, given that it is the
minimum and functional unit of the kidney. Therefore, the favorable effect on the
renal system will be due to phenolic-type compounds and glucokinins, which have a
vascular effect and factor trophic that favors the hemodynamic functionality of the
kidneys. Cahulote has been used for a long time as part of traditional medicine for

its pharmacological properties with hypoglycemic effectiveness of specific molecules

that has been determined only for some medicinal plants in Mexico used to treat

DM2, including Guazuma ulmifolia or cahulote. In the present work, the results of the

photochemical analysis of the lipid part of the Guazuma ulmifolia seed are reported.

Keywords: Functional Food, Diabetes Mellitus, Cahulote




RESUME:

La néphropathie diabétique est I'une des complications les plus importantes du
diabéte sucré avec des répercussions certaines sur la qualité de vie des patients et
sur le pronostic global de la maladie. On sait maintenant que des conditions telles
que le déséquilibre hyperglycémique chronique et I'hypertension artérielle
expliquent la pathogenese des dommages structurels aux néphrons, d'abord au
niveau mésangial, pour devenir plus tard des dommages plus diffus qui ont une forte
corrélation avec les stades clinigues de Mogensen, qui sont graduels. et qui, au fil
des ans, se manifestent par une insuffisance rénale terminale. Le systeme rénal
fonctionne essentiellement grace a l'activité hémodynamique, ce qui indique que
I'intégrité vasculaire des néphrons doit étre maintenue, étant donné qu'il s'agit de
l'unité minimale et fonctionnelle du rein. Ainsi, I'effet favorable sur le systeme rénal
sera d0 aux composés de type phénolique et aux glucokinines, qui ont un effet
vasculaire favorisant la fonctionnalité hémodynamique des reins. La Cahulote est
utilisée depuis longtemps dans le cadre de la médecine traditionnelle pour ses

propriétés pharmacologiques avec une efficacité hypoglycémiante de molécules

spécifiques qui n'a été déterminée que pour certaines plantes médicinales au

Mexique utilisées pour traiter la DM2, dont Guazuma ulmifolia ou cahulote. Dans le
présent travail, les résultats de I'analyse photochimique de la partie lipidique de la

graine de Guazuma ulmifolia sont rapportés.

Mots-clés : Aliments fonctionnels, Diabéte sucré, Cahulote




1.- INTRODUCCION

México es un pais mega diverso que cuenta con alrededor de 3600 a 4000
géneros de plantas medicinales, de las cuales aproximadamente 800 se utilizan
para tratar afecciones relacionadas con la diabetes mellitus (DM). La DM es una
enfermedad de tipo cronica degenerativa del metabolismo energético que existe en
dos tipologias: tipo 1 (DM1) y tipo 2 (DM2). La DM es considerada un problema de
salud publica que afecta al 7% de la poblacién mexicana mayor de 20 afos, la cual
trae consigo como consecuencia de no tratarse otras enfermedades secundarias
como lo son enfermedades cardiacas, accidente cerebrovascular, presion arterial

alta y estrechamiento de los vasos sanguineos (ateroesclerosis).

Un nivel elevado de glucosa en la sangre, con el tiempo, puede comprometer
y dafiar o destruir los paquetes neurovasculares, y esto puede provocar neuropatias
gue se manifiestan con: hormigueo, entumecimiento, ardor, dolor o pérdida eventual
de la sensibilidad, dafio en los nervios y comprometen el funcionamiento del corazén
que pueden contribuir a ritmos cardiacos irregulares. El dafio en los nervios
relaciona con el sistema digestivo. En el caso del género masculino, los dafios en
los nervios pueden provocar incluso disfuncién eréctil. Puede provocar enfermedad
renal cronica o enfermedad renal en etapa terminal. Dafio en la retina que conllevan
dafio ocular, como cataratas y glaucoma, y puede dafiar los vasos sanguineos de
la retina. La diabetes puede hacer que seas mas propenso a tener problemas de la
piel, como infecciones bacterianas y de hongos. Cicatrizacion lenta, deterioro de la
audicién, apnea del suefio, la diabetes tipo 2 parece aumentar el riesgo de padecer

enfermedad de Alzheimer y otros trastornos que causan demencia. La diabetes

también es asociada con La nefropatia diabética establecida que se caracteriza por

proteinuria persistente en diabéticos de mas de diez afos de evolucién con

retinopatia asociada.

El término de nefropatia diabética se propuso inicialmente para designar las

lesiones que podian encontrarse en el riidn del diabético, actualmente se utiliza




exclusivamente para indicar las lesiones renales originadas por afeccion

microangiopatica o de los vasos capilares. Se trata por ende de una complicacion

vascular cronica, exclusiva de la diabetes mellitus, en la que se afecta la

microcirculacion renal originando una serie de alteraciones funcionales y

estructurales principalmente a nivel glomerular 63.

La DM se controla clinicamente con farmacos hipoglucemiantes, inhibidores
de la alfa-glucosidasa, estimulantes de la secrecion de insulina o la aplicacion
directa de insulina. También se utilizan antihiperglicemiantes como la metformina.
La efectividad hipoglucemiante de moléculas especificas se ha determinado solo
para algunas plantas medicinales en México utilizadas para tratar la DM2. La
presencia de moléculas llamadas glucoquininas, que son similares a las moléculas
de insulina animal, ha sido reportada en algunas especies de plantas; las
glucoquininas actuan como factores de crecimiento y reguladores del metabolismo
de la glucosa en las plantas. Por tanto, planteamos la hipétesis de que la eficacia
hipoglucemiante de algunas de las especies de uso popular para el control de la DM
podria deberse a la presencia de glucoquinina, como se inform6 en Guazuma

ulmifolia.




2.- ANTECEDENTES

La enfermedad renal es la primera causa de muerte en los pacientes con diabetes
mellitus. El Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) indica que la nefropatia esta
dentro de las cinco primeras causas de atencion médica en hospitales generales de
zonay en los de alta especialidad. La incidencia acumulativa de nefropatia diabética
a los 40 afos de edad en la diabetes tipo 1 es del 45 al 50% con un pico maximo a
los 15 afos, existe actualmente una disminucion en la incidencia, debido a un mejor
control glucémico, gracias a las aportaciones obtenidas en los estudios del UKPDS
(UK Prospective Diabetes Study Group) y DCCT (The Diabetes Control and
Complications (DCCT) Research Group). 41, 61,64 Se ha comprobado que existe una
relacion estricta entre la duracion de la diabetes y la presencia de nefropatia.

El riesgo se inicia a los 5 afios del comienzo de la diabetes, aumenta un 2.5% anual
hasta la segunda década y, a partir de entonces, disminuye un 1% anual.35 La
mortalidad en pacientes tipo 1 con nefropatia se produce en dos tercios por
insuficiencia renal o sus consecuencias, en un 25% por causas cardiovasculares y el
resto (5-15%) por otras causas.16,43 En los pacientes diabéticos tipo 2 la prevalencia
de nefropatia diabética varia de un 39 a 50%. En los indios pimas, que tienen-una
prevalencia de la enfermedad, dos terceras partes muestran glomérulo esclerosis en
la autopsia.9, 10. La nefropatia diabética es la primera causa de insuficiencia renal en
etapa terminal, tanto en México como en Estados Unidos.

El costo directo de los cuidados de aquellos pacientes en los Estados Unidos, es

aproximadamente de 5 billones de dolares al afio y el costo se incrementa

rapidamente.i4 La patogénesis esta ligada fuertemente a la diabetes mellitus, sin

embargo, el mecanismo preciso que induce lesion. glomerular no es conocido del todo,
por lo que se han propuesto diversas teorias para explicar el comportamiento de esta

enfermedad.




2.1.- CLASIFICACION TAXONOMICA

Tabla No.1 Clasificacién taxondmica.4, 28

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Eudocotiledoneas

Orden: Malvales

Familia: Malvaceae

Género: Guazuma

Especie: Guazuma ulmifolia Lam.




2.2.- DESCRIPCION DENDROLOGICA

El &rbol es de tamafio variable, de entre 10 y 25 m de altura, caducifolio. La
corteza externa es ligeramente fisurada y se desprende en pequeios segmentos,
mientras que la interna, de color amarillo que cambia a pardo rojizo o rosa, es
fibrosa, dulce y ligeramente astringente; el grosor total de la corteza es de entre 5y
10 mm 67. Su copa es redondeada y extendida, follaje caido, liviano y abierto, con
ramas extendidas oblicuamente, la forma del arbol varia dependiendo de las

circunstancias meteorologicas de donde se encuentre.

FIGURA 1. Arbol de Guazuma ulmifolia. Fotografia tomada en la localidad de

Cahulote de Santa Ana, municipio de Turicato, Michoacan.
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FIGURA 2. Descripciéon de las hojas de Guazuma ulmifolia. (Simples,

. -

alternas, pecioladas, ovadas, aserradas, color verde mate y cubierta de pelos en el
enves; miden de 6 a 12 cm 5 de largo, y de 2,5 a 6.cm de ancho, la punta es larga

y acuminada).




Los racimos florales son ramificados en, pedunculos con callosidades, miden
de 3 a 5 cm de largo en la base de las hojas y numerosas flores pequefias,
amarillentas, aproximadamente 1 cm de largo y 0,5 de ancho 11.

Los frutos son de tipo capsulares, de forma elipsoide, lefiosos, muricados,
secos, indehiscentes, pentacarpelares y poliespérmicos, presentando proyecciones

piramidais en toda la superficie. En una misma rama, se encuentran frutos maduros

(coloracidn negra), intermedios (coloracion verde oscuro) e inmaduros (coloracion

verde) 7.

FIGURA 3. Fruto inmaduro de Guazuma ulmifolia.
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FIGURA 4. Descripcion del fruto seco. El fruto maduro mide en promedio 5.5 cm
de largo por 3 cm de didmetro. Poseen pequefas aberturas en la porciéon terminal

que, y tienen una coloracién negra.




2.3.- IMPORTANCIA'Y ANTECEDENTES EMPIRICOS DE SU USO Y CONSUMO

Guazuma ulmifolia es un &rbol nativo. El género Guazuma comprende 4
especies: G. longipedicellata G.F. Freytag, G. tomentosa Kunth, G. ulmifolia Lam.,
G. crinita Mart.; diferenciandose principalmente por el tipo de inflorescencia, flor y
dehiscencia. Su variacion geneética es considerable. Ampliamente utilizado en
América Latina para el tratamiento de una variedad de enfermedades,
particularmente para el tratamiento de trastornos gastrointestinales; dolores de
estomago, 'diabetes mellitus 3, paludismo y sifilis y como estimulantes de la

contraccion uterina etcétera.

2.4.- ASPECTOS DEL CULTIVO

La produccion de plantulas en vivero es facil, se siembran 2 a 4 semillas por
bolsa. El tiempo para que éstas alcancen 25 a 30 cm de altura en bolsa es de 14 a
16 semanas; al alcanzar esta altura se recomienda trasplantarlas al inicio de las
lluvias. La especie es muy susceptible al esparcimiento en la plantacion. La
distancia adoptada comunmente es de 2 x 2 m, obteniendo mayor crecimiento en
diametro y altura. Se recomienda deshierbar 2 6 3 veces durante el primer afio 13,
22,

2.5.- USOS MEDICINALES, EMPIRICOS DE: FRUTO, FLOR, CORTEZA, HOJA,
RAIZ

Propiedades y acciones: astringente, emoliente, refrigerante, sudorifica,
estomaquica, antiulcerogénica, antioxidante, depurativa, diaforética, citotoxica,
pectoral, anti fungica, anti amebiana, antibacteriana Gram negativos (G-) e
hipocolesterolemia. Frutos: se usan contra las inflamaciones, disenteria, erupciones
cutaneas, diarrea (con sangre) y enfermedades del rifion (cistitis). Mucilago
(untado): contusiones. Hojas, corteza: antiespasmadico, retencién de orina,
afecciones pectorales, catarro, antipirético, dolor de abdomen, antibiotico,
antidiabético, antiinflamatorio, antiséptico, astringente, caida de cabello, purgante.

14




Uno de los remedios mas populares contra los padecimientos gastrointestinales.
Corteza, hojas, brotes tiernos, raiz y frutos: para curar llagas, retencién de orina,
sifilis, tos, paludismo, inapetencia y afecciones epiteliales. 2, 24

Se usa también para contrarrestar la fiebre, gripa, vomito, diabetes, gastritis,
reumatismo, elefantiasis y como desinfectante. A nivel cutdneo en erupciones,

dermatitis, heridas leves y cuero cabelludo se utiliza la infusion de esta planta como

té o aplicando directamente la savia. En Belice, la corteza hervida por 10 minutos

se bebe para la disenteria y la diarrea, ayuda en'los problemas de prostata y se usa
como un. estimulante uterino para acelerar el parto. Externamente el té es usado
para llagas, infecciones y salpullido. En Brasil el té de corteza es considerado
diaforético 'y se usa para fiebres, resfriados, bronquitis, asma, neumonia y
problemas del higado. En Perd, la corteza y las hojas en infusion son empleadas
para desordenes del higado y rifion y contra la disenteria. Planta: alopecia, asma,
bronquitis, erisipela, dermatitis; entre otros tantos usos mas que se le atribuyen 2, s,
22

2.6.- LOCALIZACION DEL PRODUCTO

Especie muy abundante en zonas con la temporada seca bien marcada o en
zonas con vegetacion sabanoide, o potreros en casi toda el area calido-humeda.
Altitud: 0 a 1200 (1500) m. 22

2.7.- ENTIDADES FEDERATIVAS

CAMPECHE, COLIMA, ~CHIAPAS, = CHIHUAHUA, GUANAJUATO,
GUERRERO, HIDALGO, JALISCO, ESTADO DE MEXICO, MICHOCAN DE
OCAMPO, MORELOS, NAYARIT, OAXACA, PUEBLA, QUERETARO. QUINTANA
ROO, SAN LUIS POTOSI, SINALOA, SONORA, TABASCO, TAMAULIPAS,
VERACRUZ, YUCATAN. 22




2.8.- ORIGEN

Originario de América tropical. Se extiende desde México hasta América del
Sur (noreste de Argentina, Ecuador, Perl, Paraguay, Bolivia, Brasil) y en el Caribe.
En Centroamérica prospera en altitudes de hasta 1,200 m, siendo mas frecuente

por debajo de los 500 m, en regiones con estacion seca. 22

2.9.- HABITAT

Es caracteristica de sitios abiertos, laderas de montafias bajas y cafiadas,
pastizales, terrenos planos con lomerios suaves, margenes de rios y arroyos, sitios
desmontados. Es com(n en &reas secas y humedas, por ejemplo, -en represas.
Propia de zonas bajas célidas. Se desarrolla en temperaturas de 20 a 30 °C, con
periodos secos de 4 a 7 meses y con precipitaciones anuales de 700 a 1,500 (2,000)
mm. Se adapta tanto a condiciones secas como humedas y a un amplio rango de
suelos, con pH mayor a 5.5. Suelos: de origen volcanico o sedimentario, negro
arcilloso, grava volcanica negra, pedregoso, arenoso café claro, somero, rojo

lateritico, limoso, vertisol, desde textura liviana hasta pesada. 22

2.10.- NOMBRES COMUNES EN MEXICO

Aquiche, Majagua de toro, Tablote (Rep. Mex.); Acashti (I. totonaca, Ver.);

Ajilla (Sin.); Ajiya (I. guarigia, Son.); Kabal-pixoy, Pixoy (l. maya, Yuc.); Cuahulote

(Oax., Mor., Gro., Chis.); Cuaulote (Gro.); Guacima, Guazumo, Guazuma (Sin.);
Nocuana-yana, Ya-ana (l. zapoteca, Oax.), Palote negro, Parandesicua, Uacima
(Mich.); Tzuny, Tzuyui (Chis.); Uiguie (l. popoluca, Ver.); Yaco granadillo, Yaco de
venado, Caolote (Oax.); Zam-mi (I. chontal, Oax.); Aquich (l. huasteca, S.L.P.); Ajya
(I. mayo, Son.). Guazuma guazuma Cockerell.; Guazuma invira (Willdenow) G. Don;
Guazuma polybotrya Cav.; Guazuma tomentosa Kunth; Guazuma ulmifolia var.
tomentella K. Schum.; Guazuma ulmifolia var. tomentosa (Kunth) K. Schum.;

Guazuma utilis Poepp. & Endl.; Theobroma guazuma L. 22




2.11.- PROCESOS DE EXTRACCION SOLVENTES HIDROFOBICOS
EXTRACCION POR EL METODO SOXHLET

La extraccion Soxhlet ha sido (y en muchos casos, continla siendo) el
método estandar de extraccion de muestras solidas mas utilizado desde su disefio
en el siglo pasado, y actualmente, es el principal método de referencia con el que
se comparan otros métodos de extraccién. Ademas de muchos métodos de la EPA
(U.S. Environmental Protection Agency) y de la FDA (Food and Drugs
Administration) utilizan esta técnica clasica como método oficial para la extraccion
continua de solidos. En este procedimiento la muestra solida finamente pulverizada
se coloca en un cartucho de material poroso que se situa en la camara del extractor
soxhlet (ver figura 6). Se calienta el disolvente, situado en el matraz, se condensan
Sus vapores que caen, gota a gota, sobre el cartucho que contiene la muestra,
extrayendo los analitos solubles. Cuando el nivel del disolvente condensado en la
camara alcanza la parte superior del sifon lateral, el disolvente, con los analitos
disueltos, asciende por el sifén y retorna al matraz de ebullicion.

Este proceso se repite hasta que se completa la extraccion de los analitos de

la muestra y se concentran en el disolvente.

La extraccion Soxhlet es la técnica de separacién sélido-liquido comunmente
usada para la determinacion del contenido graso en muestras de diferente
naturaleza. Aunque su campo de aplicacion es fundamentalmente el

agroalimentario es también de utilidad en el area medioambiental, es el método de

analisis recomendado para la determinacion del aceite y la grasa total recuperable

Como ya hemos comentado, el contenido de materia grasa es uno de los
parametros analiticos de interés en los productos destinados a la alimentacién, tanto
humana como animal, y, en consecuencia, su determinacién es muy habitual.

El procedimiento para llevar a cabo su extraccion se basa en la extraccion
sélido-liquido en continuo, empleando un disolvente, con posterior evaporacion de
éste y pesada final del residuo. El resultado representa el contenido de sustancias
extraibles, que mayoritariamente son grasas, aunque también hay otras sustancias

como las vitaminas liposolubles y pigmentos en el caso de su determinacion en
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alimentos. El procedimiento puede aplicarse a distintos tipos de alimentos solidos.
Tiene una importancia esencial que la muestra sea anhidra (que esté seca), porque
el éter de petroleo se disuelve parcialmente en agua, que a su vez extraera azucares

entre otros compuestos, lo que puede ser fuente de error.17, 40 (En nuestro caso la

determinacion se hara en muestra de semilla de Guazuma ulmifolia ya pulverizada

y por tanto con un bajo contenido acuoso).




3.- JUSTIFICACION

Cerca de un tercio de las personas con diabetes pueden desarrollar insuficiencia
renal crénica o nefropatia diabética. Determinados grupos presentan un mayor
riesgo de desarrollar insuficiencia renal que otros. Diversos estudios experimentales

apoyan la hipétesis de que las alteraciones hemodinamicas gque se observan

precozmente pueden estar implicados en el desarrollo y progresién de la nefropatia

diabética.70 Algunos autores se han atrevido a. postular que es tal vez mas
importante mantener cifras de tension arterial normales o incluso inferiores, que un
control estricto de la glucemia en la prevencion de la nefropatia.7, 44, 58 La
hiperglucemia es un factor determinante, pero no el Unico, ya que otros mecanismos
tales como predisposicion genética, factores hemodinamicos, y otros factores, como
ambientales, enfermedades concomitantes o tal vez la sumatoria de todos es lo que
podria explicar la heterogeneidad del cuadro. La farmacologia comunmente
practicada en los tratamientos de la diabetes mellitus incluyen agentes
hipoglucemiantes orales y: o inyecciones de insulina 29, 31. Sin embargo, durante
muchos afios la gente en México ha utilizado plantas para tratar empiricamente la
diabetes. Informacién etnobotanica mundial sobre plantas medicinales reporta casi
800 plantas utilizadas en el control de la diabetes mellitus. Aproximadamente 150
de estos existen en México27, 29. Sin embargo, s6lo un pequefio niumero de ellos

han sido estudiados.




4. OBJETIVO GENERAL
Determinar el efecto vascular renal, Guazuma ulmifolia, sobre un modelo

murino de diabetes mellitus inducido farmacol6gicamente.

4.1.- OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a) Medir la concentracion de compuestos nitrogenados en suero en un modelo
de diabetes mellitus administrado con compuesto fotoquimicos de Guazuma
ulmifolia

b) Determinar los componentes fitoquimicos de su fraccién lipidica de la semilla

Guazuma ulmifolia.

c)- Estimar el potencial farmacoldgico de los compuestos fitoquimicos de la

fraccion lipidica proveniente de la semilla de Guazuma ulmifolia.




5.- MATERIAL Y METODOS

1 desecador

Material para equipo de extraccion

1 bafio Maria

1 pieza Soxhlet

1 matraz redondo de 500 mi

1 refrigerante a reflujo dotado de sus 2 gomas para conexion a red de agua y
desague.

1 probeta de 250 ml

pie de bureta, 2 nueces y 2 pinzas 1 soporte de corcho
1 tijeras 1 embudo

1 clip (para sujetar el matraz redondo)

1 soporte de altura regulable

papel de filtro para preparar cartucho (dedal de extraccién) o, opcionalmente,

>
>
>
>
>
>
>
>
>
>
>
>
>
>

cartucho extraccion

REACTIVOS

> Eter de petréleo

»  Muestra de Guazuma ulmifolia previamente pulverizada y secada

5.1.- PROCEDIMIENTO EXTRACTIVO

PRECAUCION: El éter de petroleo es un disolvente muy volatil y muy inflamable. Ademas, tiene
efectos narcoticos y de somnolencia, por lo que se debe manejar obligatoriamente debajo de la
campana con el motor del extractor en marcha. El montaje completo se ubicara en la campana.
El Soxhlet es una pieza delicada por lo que se manipulara con especial cuidado, sin hacer fuerza

en los tubos finos de vidrio 16.




Se obtuvo el material biologico proveniente de la Comunidad Cahulote de Santa Ana, del
Municipio de Turicato, Michoacéan, 2 kilogramos, lo cuales se transportaron a la ciudad Morelia,
y se almacenaron a una temperatura ambiente toda la noche. Al dia siguiente se procesaron
los frutos, ya secos, se extrajo las semillas, se obtuvo un residuo sdlido el cual fue nuevamente
llevado a la estufa Las semillas de cahulote se molieron, para la extraccion por solventes no

polares, en equipo Soxhlet.
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FIGURA 5. Semillas de Guazuma ulmifolia secas.

En primer lugar, una vez gue se haya llevado a cabo el reconocimiento del material, se
pesan unos 4g de muestra homogeneizada de la semilla pulverizada, previamente desecada
con una precisién de +/-1 mg (anotamos la cantidad exacta pesada en la balanza), en un
cartucho de extraccién que fabricaremos en el laboratorio con papel de filtro cortando un
cuadrado de aproximadamente unos 10 cm de lado. Tras haber sido cerrado, plegandolo hasta
formar el pequefo cartucho, se coloca en la pieza media del dispositivo de extraccion Soxhlet
o compartimento de muestra (ver Figura 6).

El'matraz redondo que se encuentra en el desecador. Se llena por la parte de arriba del
Soxhlet con una cantidad suficiente de disolvente (éter) que en este caso seran unos 200 ml
(es necesaria una cantidad tal que llene el asa de la parte intermedia para que durante el
proceso de extraccion sifone y recircule, mas las pérdidas eventuales) y se acopla al dispositivo.

Observar como sifona el éter.




Tras el montaje se pone en marcha el bafio maria y se regula el caudal de agua del
reflujo. El éter, una vez que alcanza su temperatura de ebullicion, se evapora y llega al

refrigerante condensandose y cayendo en el compartimento del cartucho de muestra.

FIGURA 6. Compartimento del cartucho cargado con muestra (previamente
pulverizada de la semilla de Guazuma ulmifolia), lleno de

éter de petraleo.

Durante la extraccion, que-en caso de que se complete totalmente dura unas 4-6 horas,
se observara como se vacie regularmente el espacio de extraccion (compartimento de muestra),
es decir, la pieza media del dispositivo, a través del conducto ascendente (asa) con lo que el

disolvente va recirculando completandose lo que llamamos ciclos de extraccion 53. En nuestro

caso, daremos por finalizada la extraccion una vez que se han completado 4 ciclos (transcurrira

aproximadamente 1.5 h).




FIGURA 7. Sistema Soxhlet montando en bafo Maria




Al finalizar el cuarto ciclo, se quita el calentamiento. Cuando el éter deja de hervir, se

guita el Soxhlet con cuidado y se extrae el cartucho. Se vuelve a colocar el dispositivo para
calentar el matraz redondo y, cuando esté el Soxhlet bastante lleno, pero antes de que sifone,
se procede de forma analoga a anteriormente para recolectar el éter de la parte intermedia en
un recipiente debidamente etiquetado. Se considera de pureza suficiente para servir para
extracciones ulteriores. Repetir este proceso una segunda vez hasta que la cantidad de éter en
el matraz redondo sea muy poca. Dejar entonces el matraz redondo destapado unos 10 min en
la campana y dejarlo enfriar sobre su soporte.
Después colocamos el extracto en un tubo y lo pasamos a la estufa de secado para que se
termine de evaporar el éter de petréleo y asi poder realizar correctamente la medicion del aceite.
Se extrajo (de lo cual se obtuvo un-aproximado de 1 mL de muestra por alrededor de 12 gramos
de muestra).

5.2.- ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE GASES

Se realiz6 la determinacion de los &cidos grasos de origen vegetales conteniendo de 6 a

24 atomos de carbono, mediante la saponificacion y esterificacion de los acidos grasos

empleando trifluoruro de boro como catalizador, seguida de su separacion y cuantificacion por
cromatografia de gases. Se utilizé un cromatégrafo de gases con detector FID marca PERKIN
ELMER, No. serie;: 610N8072701, MODELO: AUTOSYSTEM XL. La columna capilar utilizada
fue de la MARCA SUPELCO, SP TM -2560, 100 m longitud, 0.25 mm DI, y 0.2 um espesor de
pelicula. 100% bis-cianopropil, clave: E3CG-112. El volumen de inyeccion fue de 1 uL. Las
condiciones de operacion fueron: a.- split 100:1. b.- Temperatura del inyector: 260°C c.-
Temperatura del Detector: 260°C. d.- Flujo del gas acarreador: 16 psi. e.- rampa 140°C inicia y
lo mantiene 2,5 min, sube a 240° C cada 4° C/ min'y lo mantiene 25 min duracién de la corrida
52.5 min. f.- No aplica curva de calibracion, pero se compara con.un MRC F.A.M.E. MIX DE 37
COMPONENTES MARCA SUPELCO. g.- Gas de acarreo Hidrogeno grado cromatografico 4.5
T MARCA PRAXAIR. Se report6 el 100% del perfil por Normalizacion.




5.3.-INDUCCION FARMACOLOGICA DE DIABETES MELLITUS CON
ESTREPTOZOTOCINA

Todos los procedimientos en animales en esta investigacion se ajustaron a la Norma
Oficial Mexicana de especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales
de laboratorio NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-062-Z00-1999, ESPECIFICACIONES
TECNICAS PARA LA PRODUCCION, CUIDADO Y USO DE LOS ANIMALES DE
LABORATORIO. Ademas, para el manejo de los animales se siguio escrupulosamente la guia
para el manejo y cuidado. de animales de laboratorio emitida por la National Academy of
Sciences (USA). El periodo de tratamiento con cada una de las dietas pertinentes, segun cada
grupo de experimentacion, se mantuvo durante todo el proceso de investigacion, lo cual

computa un total de 14 dias. 45, 57,62

5.3.1.- INDUCCION DE LA DIABETES EXPERIMENTAL

Lainduccién de la diabetes se realiz6 mediante la administracion de estreptozotocina en

un buffer de citrato de sodio 0.1 M pH 4.5 por via intraperitoneal en dosis de 150 mg/ kg de peso

del animal (volumen de administracion: 0.5 mL/100 g peso corporal). Las soluciones de

estreptozotocina fueron preparadas inmediatamente antes de su administracion. Una vez
administradas, las ratas fueron agrupados en grupos aleatorios de la siguiente forma: Grupo I:
ratones diabéticos con tratamiento de ART de aceite de cahulote al 4%; Grupo II: ratones
diabéticos sin tratamiento con aceite cahulote, constituyendo el grupo de ratones diabéticos
control (DSN); Grupo llI: ratas normales sin tratamiento de estreptozotocina y dieta normal
(SSN). Grupo IV: ratones diabéticos con tratamiento de ART de aceite de cahulote al 8%. Para
estimar el tamafo de la muestra de ratas para cada grupo experimental (n), fueron considerados
los criterios de los métodos reportados 72, con lo que se considerd un “n” de 6 animales (n=6),
siendo estos seleccionados de manera aleatoria en cada uno de los grupos de experimentacion.
El tiempo total de experimentacion correspondié a un periodo de 14 dias, donde el peso corporal

se registr6 semanalmente 73.




5.4.- DIETA'Y ALIMENTACION DE LOS ANIMALES

Los animales fueron alimentados bajo el régimen de dieta isocaldrica de acuerdo a los
estandares de referencia para nutricion animal 54, (composicion: proteina 23.0%, grasa 4.5%,
fibora 6.0%, minerales como cenizas 8.0%, hidratos de carbono totales 49%; calorias
provenientes de proteina 28.5%, grasa 13.5% y carbohidratos 58%). El ART de cahulote
producido se les administr6 en pellets que contenian 4% de aceite de cahulote (p/p) en
combinacion con el alimento comercial en pellets. La disponibilidad de alimentacion y agua fue

ad libitum.

FIGURA 8. Alimento seco comercial en pellets

5.5.- DETERMINACION DE LA RESPUESTA GLUCEMICA: RESPUESTA POSTPRANDIAL

Inicialmente, todos los grupos de experimentacion se mantuvieron en-ayuno durante un
periodo de 12 horas previo al ensayo. Tras ello, se evalu6 la concentracion de glucosa en
ayunas, considerandose a este tiempo como el tiempo cero e inicio del ensayo. Posteriormente,
cada uno de los grupos se alimenté-acorde con el tipo de dieta que llevaron (segun grupo de
experimentacion) por-un periodo de 30 minutos. Al término de este periodo se les retird el
alimento y se evaluaron las concentraciones de glucosa a los tiempos de 30, 60, 90, 120 y 150
minutos después de haber consumido el alimento. Las muestras sanguineas (0.5 mL) fueron
extraidas por la via de la vena safena en la cola de los animales por puncion capilar y se
colocaron en tubos con heparina como anticoagulante, evitando la hemdlisis de la muestra.
Posteriormente fueron centrifugadas durante 5 min a 5000 rpm para obtener el suero de cada

muestra, congelandose a -70°C hasta su posterior analisis.
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Las concentraciones de glucosa fueron evaluadas usando un Kit comercial por métodos
enzimatico-colorimétrico de acuerdo al procedimiento descrito por el fabricante (Spinreact). Las

concentraciones fueron expresadas en mg/dL.

5.6.- DETERMINACION DE LOS BIOMARCADORES METABOLICOS DE DIABETES
MELLITUS

A los 14 dias de experimentacion se procedio a la determinacion de los pardmetros
bioquimicos. Para ello, se obtuvieron muestras sanguineas de cada animal tras un periodo de
ayuno de 12 h. La muestra sanguinea se obtuvo por puncion en la vena safena. A partir de los
sueros se determinaron los niveles de glucosa, colesterol, triglicéridos, HDL, hemoglobina
glucosilada (HbAlc) por métodos enzimatico-colorimétrico mediante un Kit comercial de
acuerdo al procedimiento descrito por el fabricante (Marca Wiener Laboratorios S.A.l.C.). Las

concentraciones fueron expresadas en mg/dL.

La resistencia o sensibilidad a la insulina fue determinado por el indice TyG, que es el

producto de las concentraciones séricas en ayunas de triglicéridos (mg/dL) y glucosa (mg/dL)

expresada mediante una escala logaritmica 36, 65.
La ecuacién empleada para determinar el indice TyG fue la siguiente:
TyG= Ln [Triglicéridos en ayunas X glucosa en ayunas /2]

Los modelos animales de diabetes pueden ser una herramienta valiosa en dicha
busqueda. Estos -modelos se clasifican en espontaneos e inducidos 20. EI modelo de diabetes

inducido por estreptozotocina (STZ) ha sido uno de los mas utilizados 21, 32.




6.- RESULTADOS

6.1.- ANALISIS POR RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Se realiz6 la caracterizacion tomando los espectros de 1H RMN del aceite obtenido al extraer
con pentano, éter y con agua, esta ultima es la extraccion asistida por extraccién de solventes
(Figura 10).

FIGURA 9. Molecula de Acil-glicerido, extraidos de las semillas de Cahulote
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FIGURA 10. Espectros de 1H obtenidos de las muestras extraidas a las semillas del
cahulote utilizando como disolvente a) Eter de petréleo, b) Pentano, c) Control.




En la Figura 10 se observa que el extracto de las tres muestras (1a -1c) corresponde
exactamente al mismo contenido lipidico. Lo anterior cobra relevancia al demostrar que el uso
de un disolvente orgénico que potencialmente contamina la muestra y el medioambiente no es
necesario para la extraccion. Por lo que el proceso se economiza y resulta mas limpio. El
espectro de 1H muestra sefales representativas para triacilgliceroles mixtos previamente
caracterizados. De hecho, se observa un espectro idéntico al descrito y caracterizado por
Zancanaro en su estudio de 1994, para procesos de identificacion de lipidos en semillas de
plantas, por lo que cada sefal en el espectro esta totalmente identificada. De esta forma
podemos mencionar algunas sefiales tipicas, por ejemplo, un multiplete que va desde 5.28-5.26
ppm que corresponde al hidrogeno metilo K. Dos multipletes que cuyos desplazamientos
quimicos son 4.31-4.28 ppmy 4.17-4.13 ppm correspondientes a los hidrégenos metileno | y H
respectivamente del glicerol. Lo anterior demuestra la presencia de acidos grasos esterificados
como triacilgliceroles. Este resultado es consistente con los estudios fitoquimicos previos sobre

almacenamiento de lipidos en plantas.

Por otro lado, el espectro de 13C (Figura 11) denota dos patrones principales de sefales.
El primero con desplazamientos quimicos de 130.4 pm, 130.2 pm, 128.3 ppm y 128.1 ppm
caracteristico para acido linoléico (C18:2n6c) es decir [(9Z,12Z)-octadeca-9,12-dienoico]. El

segundo patron con desplazamientos quimicos de 132.2 ppm, 130.4 pm, 128.53 ppm, 128.47

ppm, 127.99 ppm y 127.36 ppm caracteristico para acido linolénico (C18:3n3) es decir [acido

(92, 122, 157)-octadeca-9, 12,15-trienoico]. Pese a encontrarse sefiales adicionales, en primera
instancia es posible identificar estos dos acidos como los componentes principales del extracto

lipidico de las semillas (Figura 11).
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FIGURA 11. Espectro de 13c de la muestra obtenida mediante la extraccion por
solventes. En la ampliacién se observan los patrones caracteristicos para acido-linoleico y
acido linolénico




A fin de demostrar la presencia del acido linoléico y linolénico se llevé a cabo la hidrolisis
basica del aceite. Después de acidificar se obtuvo una muestra que corrobora la presencia de
dichos aceites en proporcion 1:9 (ver Sl). Lo anterior se demostré al comparar el espectro de
13C de la muestra hidrolizada con muestras quimicamente puras de los compuestos, que fueron

obtenidas de manera comercial (Figura 13).
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FIGURA 12. Moléculas de 4cidos grasos hidrolizados a partir del acil-glicerol
correspondiente de acido linoleico y acido linolénico

.
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FIGURA 13. Ampliacion del espectro de 13c donde se observa una comparacion entre:
a) &cido linoléico, b) acido linolénico, c) mezcla de ac. Linoléico y linolénico
principalmente obtenido de la hidrélisis de la muestra de cahulote y d) muestra de

cahulote antes de la hidrélisis conteniendo triacilgliceroles (tag).




Se observo que tanto el patron de las sefiales de 13C en del acido linoléico (13a) como
linolénico (13b) se solapan perfectamente con el espectro de la hidrdlisis (13c), confirmando asi
su presencia en la semilla de cahulote. En este punto el estudio por RMN no solo confirma la
presencia de los acidos linoléico y linolénico, sino que ademas demuestra los corolarios basicos
descritos en fitoquimica acerca del almacenamiento de acidos grasos en las semillas de las
plantas en forma de triacilgliceroles. Finalmente, este estudio demostrg la factibilidad de extraer
con agua dichos acidos grasos en un proceso asistido por microondas ya que el resultado de la
extraccion es exactamente el mismo fisica y quimicamente, pero mas limpio y ecolégico. A fin
de profundizar el estudio del contenido de las semillas de cahulote se decidié analizar y

cuantificar por cromatografia de gases (GC).

6.2.- ANALISIS POR GC-FID

Una vez hecha esta -exploracion inicial por RMN, se analizd -cualitativa y
cuantitativamente el total de compuestos que contiene nuestro extracto obtenido utilizando

solventes. A fin de ser analizado por CG-FID, el extracto fue hidrolizado y esterificado in situ a

para convertir los TAG en los esteres metilicos de los correspondientes acidos carboxilicos. El

analisis muestra la presencia de doce acidos carboxilicos. Principalmente linoléico (C18:2n6c¢)
y cis-oleico (C18:1n9c) que representan mas del 80% del contenido de la muestra. En menor
concentracion se encuentran los &cidos linolénico (C18:3n3), palmitico (C16:0) y estearico
(C18:0) quienes comprenden un poco mas del 15% del extracto (Figura 14 y Tabla No. 2).




Tabla No. 2.- Composicion y concentracion de acidos grasos en el aceite extraido

de Cahulote.

Entrada Acido Graso TR (min)

Linoléico (C18:2n6c¢) 33.428

cis-oleico (C18:1n9c) 31.413

Linolénico (C18:3n3) . 35.643

Palmitico (C16:0) . 26.410

Estearico (C18:0) . 29.995

Araquidico (C20:0) . 33.636

Cis-11-Eicosenoico . 35.061
(C:20:1)

Miristico (C14:0)

Behenico (C22:0)

Palmitoleico (C16:1)

Laurico (C12:0)

Heptadecanoico
(C17:0)




FIGURA 14. Perfil de 4cidos grasos para la muestra de cahulote Guazuma

ulmifolia obtenida en la extraccion asistida por solventes.

El contenido antes mencionado representa un perfil de lipidos bastante atractivo en lo
gue respecta al contenido neto de aceites poliinsaturados (entradas 1-3). En lo referente a los
aceites saturados (Entradas 4-6, 8-9 y 11-12) representan, en suma, una porcién minoritaria del
contenido total, lo que es un aspecto positivo desde el punto de vista nutricio. De esta forma se
percibe el-extracto del aceite de semillas de Cahulote como una fuente potencial de aceites

poliinsaturados con alto valor nutrimental agregado.

6.3.- EFECTO DEL CONSUMO DE ACEITE DE . CAHULOTE SOBRE LOS
BIOMARCADORES METABOLICOS

Todos los grupos de estudio recibieron las mismas dietas isocal6ricas, a las que se les

suplementd, si correspondia, con aceite de cahulote en una proporcion del 4%. Los grupos de

animales que se les administré estreptozotocina para inducir la diabetes, mostraron una
hiperglucemia mayor a 300 mg/dL posterior a las 12 h de ayuno frente a los aproximadamente
100 mg/dL encontrados en los grupos control no diabéticos. Con ello, se corrobora la correcta
induccion de los animales tratados con estreptozotocina a una condicion fisiologica de diabetes

mellitus. EI modelo de ratones diabéticas se mantuvo estable durante el periodo de




experimentacion. Los resultados observados para los parametros bioquimicos se muestran en

las Tablas 3y 4, siguientes.

Al término del estudio (2 semanas), las concentraciones de glucosa en ayuno del grupo
| con diabetes mellitus y dieta de aceite al 4%, fueron menores en comparacion del grupo control
diabético (DSN) (352.42 vs 527.57 mg/dL). (Tabla No.3). Esto representa una reduccion
significativa promedio del 33.7% del nivel de hiperglucemia en ambos grupos problema de
experimentacion (DCN8% y DCN4%), con respecto al grupo control diabético (DSN) durante el
periodo de experimentacion (p<0.05). En el caso de los grupos normales (sanos) presentaron
concentraciones de glucosa promedio a las condiciones fisiol6gicas normales del animal (97
mg/dL). En este sentido, no se observaron diferencias entre los grupos de ratones controles
sanos (no diabetizadas) y los ratones sanos tratados con la dieta normal o de referencia. Es
necesario mencionar que, si bien los grupos diabéticos tratados con 4% y 8% de aceite de
cahulote mostraron glucemias inferiores -al grupo diabético control, estos continuaron
manteniendo una condicidn de hiperglucemia, y por tanto no alcanzaron valores caracteristicos

de condiciones fisiologicas normales (grupo control no tratado con estreptozotocina).

HO

FIGURA 15. Molécula de estreptozotocina




La estreptozotocina es una molécula con actividad diabetogénica. Esto induce un
sindrome de insulinopenia, llamado 'diabetes por estreptozotocina' 39, es causada por la
necrosis de las células beta pancreaticas; por lo cual ha sido el agente de eleccién para la

induccion de diabetes mellitus en animales.
6.3.1.- MECANISMO DE ACCION

La estreptozotocina es un analogo téxico de la glucosa que se acumulan preferentemente
en las células beta del pancreas a través del transportador de glucosa GLUT2. Su especificidad
de célula beta es principalmente el resultado de absorcion y acumulacion celular selectiva. La

estreptozotocina es un analogo de la nitrosourea en el que el resto N-metil-N-nitrosourea

(MNU). esta vinculado al carbono-2 de una hexosa. La accion téxica de estreptozotocina y

compuestos alquilantes quimicamente relacionados requiere su absorcion en las células. Las
nitrosoureas suelen ser de captacion lipofilica y tisular a través de la membrana plasmatica esto
es de rapida accion; sin embargo, como resultado de la sustitucion de hexosa, la
estreptozotocina es menos lipofilica. La estreptozotocina es selectivamente acumulada en las
células beta-pancreaticas a través de la baja afinidad del transportador de glucosa GLUT2 en
la. membrana plasmatica 15, 19, 68. Después de su absorcion por las células beta, la
estreptozotocina se divide en su fraccion glucosa y metilnitrosourea. Este Gltimo, debido a sus
propiedades alquilantes, modifica macromoléculas biologicas, fragmenta el ADN y destruye las
células beta, provocando un estado de diabetes insulinodependiente. La dosis estandar que se
utilizé en los modelos murinos para la induccién fue de 150 mg por kilogramo de peso de los

animales de experimentacion.




TABLA No 3. Biomarcadores metabodlicos

Glucosa (mg/dL) Hemoglobina Total Hemoglobina indice Ty G
(%) Glucosilada (%)

SSN 99.0+10.9 16.7 £10.89 5.34 +0.68 8.67 + 0.38

DSN 527.57 +£51.85 17.79 £1.36 13.78 £ 2.29 10.54 + 0.29
DCN 4% 307.85+116.79* 18.98 +1.32 9.73 + 0.82* 9.88 + 0.84*

DCN 8% 352.42 + 45.04* 17.42 +£1.40 9.02 + 2.46* 9.94.02 + 0.37*

DCN 8%. Ratones Diabéticos con nutraceutico al 8 %, DCN4%. Ratones Diabéticos con
nutracéutico al 4 %. DSN Diabéticos sin tratamiento, SSN Sanaos sin nutracéutico 0 %. * p <0.05,

comparados con el grupo control diabético.

6.4.- MARCADORES BIOQUIMICOS DE NEFROPATIA; HEMOGLOBINA GLICADA

En relacion a las concentraciones de Hemoglobina Glicada (HbAlc) se mostré una
reduccion significativa entre los grupos de induccion con el aceite de experimentacion (DCN4%
y DCN8%), con respecto al grupo control diabético (DSN), siendo inferiores en el caso de los
grupos tratados con aceite de cahulote. Sin embargo, no se determinaron diferencias
significativas en los valores de HbAlc, entre el grupo tratado con 4% de aceite de cahulote
(DCN4%) y el tratado con 8% de aceite cahulote (DCN8%). Las concentraciones de HbAlc en
el grupo de animales sanos no mostr6 diferencias significativas, estadisticamente, entre estos,
manteniendo valores promedio a su condicién normal fisioldgica del animal (5.2%). Por otro
parte, los valores de hemoglobina total fueron similares en todos los grupos de experimentacion.
Cabe destacar que, sibien los grupos DCN4% y DCN8% mostraron valores de HbA1c inferiores
a su respectivo grupo-control diabético (DSN), estos fueron superiores a los determinados para

los animales no diabéticos (SSN).




6.5.- RESISTENCIA INSULINICA

La resistencia a la insulina (IR) compromete una disminucién de la sensibilidad celular y
de receptores a la hormona insulina, caracteristica de la condicion de diabetes mellitus 10, 51,
60, 66. En la actualidad, el indice de triglicéridos y glucosa (T y G), es el producto de la glucosa
plasmatica y triglicéridos en ayunas y se ha sugerido como un marcador de IR 1, 14, 55. Se ha
considerado un punto de corte el indice de 8.8 para una condicion de estado diabético y de
riesgo alto de nefropatia 42, 65. Bajo las condiciones de experimentacion de este estudio, el
indice T y G para los grupos SSN y se encuentra en un punto de 8.6 en promedio para la etapa
final de experimentacion (Tabla No. 3). Por el contrario, el grupo DSN presentan un indice de T
y G de 10.54, caracteristico de una condicion de hiperglucemia y un elevado riesgo nefrético, y
un compromiso en el perfil de la concentracion de lipidos en sangre. En el caso de los grupos
problema (DCN8% y DCN4%), presentan un indice de T y G menor en comparacion al grupo
control diabético (DSN) (9.94 y 9.88, respectivamente) (p<0,05).

6.6.- PERFIL DE LIPIDOS

Los niveles de lipidos plasmaticos ho mastraron diferencias entre los distintos grupos de
experimentacion (Tabla No. 4). No obstante, los niveles de triglicéridos en sangre fueron
menores en los grupos DCN4% y DCN8% con respecto al control diabético, mostrando una
tendencia al retorno de las concentraciones normales fisioldgicas del animal. Asimismo, cabe
destacar que los niveles de triglicéridos en sangre de los animales sanos tratados con 4% de

aceite de cahulote mostraron niveles ligeramente inferiores al grupo control sano. Por tanto,

pudo observarse una ligera tendencia de reduccion de los triglicéridos en sangre cuando los

animales fueron tratados con aceite de cahulote.

Por otra parte, los grupos de experimentacion DCN4% y DCN8% mostraron niveles de
lipoproteinas (LDL) ligeramente superiores al grupo diabético control y niveles de lipoproteinas
de alta densidad (HDL) ligeramente inferiores con respecto a estos. Por su parte, las muestras
de DCN4% y DCN8% no mostraron diferencias entre si. Cabe destacar que los grupos DCN4%
y DCN8% mostraron indices de lipoproteinas: LDL/HDL inferiores con respecto a los grupos de

animales sanos (SSN y SCN15) debido principalmente, a un aumento en los niveles de HDL en
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los animales diabéticos tratados con respecto a los sanos, mostrando todos ellos valores de

LDL préximos entre si, como se muestra en la siguiente Tabla No. 4.

Tabla No. 4. PERFIL LIPIDICO SERICO

Triglicéridos
(mg/dL)

Colesterol
(mg/dL)

HDL
(mg/dL)

VLDL
(mg/dL)

LDL
(mg/dL)

indice
LDL/HDL

SSN

SCN4%

DSN

DCN4%

DCN8%

121.22 + 28.22

110.44 + 26.49

139.98 +£21.70

129.54 £ 13.28

132.47 + 39.10

124.16 + 15.37

136.32 + 14.50

143.08 £16.17

139.84 +16.80

147.45 + 6.84

37.18 £5.72

40.24 + 5.28

53.52 + 4.81

48.94 + 9.76

53.32 £ 9.15

26.24 £ 5.64

25.08 +5.29

27.99+ 4.34

25.90 +2.65

26.49+7.82

62.73+9.77

73.99+16.84

61.59 + 8.08

65.02 + 20.24

67.63 £ 11.07

1.73+0.83

1.85+0.79

1.15+0.41

1.42 +0.63

1.33+0.49

DCN8%. Diabéticos con nutracéutico al 8%, DCN4%.-Diabéticos con nutracéutico al 4%. DSN

Diabéticos sin tratamiento, SSN Sanos sin nutracéutico, SCN4%, Sanos con nutracéutico al 4%.

*p <0.05, comparados con el grupo control diabético.




7.- DISCUSION

Determinacion del efecto del consumo de aceite de cahulote como un potencial
ingrediente funcional en un modelo animal de ratones con diabetes inducida y su implicacion en

la nefropatia.

7.1.- EFECTO DEL CONSUMO DE ACEITE DE CAHULOTE, SOBRE LA RESPUESTA
GLUCEMICA POSTPRANDIAL.

Los hidratos de carbono son los principales nutrientes de una dieta equilibrada y la
principal fuente de energia, presentando una influencia inmediata sobre la glucemia. El almidon
aporta aproximadamente el 80% de la energia requerida de los hidratos de carbono de la dieta,

siendo las principales fuentes de consumo los cereales, las leguminosas y los tubérculos.

En este estudio experimental, se evalud el consumo de aceite de cahulote (4% y 8%)
sobre el impacto de diversos parametros bioquimicos en modelos de ratones diabéticos, en
contraposicion a un modelo control normal (ratones sanas), para comprobar el efecto de la

inclusién del aceite en la dieta. El tipo de respuesta encontrada entre el grupo diabético control

y el grupo diabético problema fue diferente 50, 52. Las concentraciones de glucosa en sangre

después de 12 h de ayuno de los ratones cepa BALB-C pertenecientes al grupo diabético control
resultaron notablemente superiores a la de los grupos diabéticos tratados con 4% y 8% de aceite
de cahulote. Con ello, se puso de manifiesto que el consumo del producto de aceite de cahulote
contribuye--a mantener niveles adecuados de glucemia. Sin embargo, no se observaron
diferencias en la glucemia del grupo de ratos diabéticos tratadas con 8% con respecto a las

tratadas con 4% de aceite.

Son diversos los estudios que han determinado en modelos animales que el consumo de
algun tipo de aceite proporciona beneficios en la homeostasis de la glucosa 48, 59, 70, 74,
evaluaron el efecto del consumo de aceite de aguacate en ratas con diabetes tipo 2 alimentadas
con una dieta alta en grasa y glucosa por un periodo de 4 semanas. El grupo de las ratas
diabéticas que consumieron aceite de aguacate mostraron una tendencia a disminuir las
concentraciones glucosa en sérica en comparacion con el grupo control diabético.
Observaciones similares han sido reproducidos en el presente estudio, si bien el efecto

encontrado es debido a inclusion de aceite de cahulote en la dieta, en contraposicion a los
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efectos reportados para el aceite de aguacate reportados por 59. Ademas, estos autores
observaron un aumento en el contenido de glucégeno en higado y tejido muscular en las ratas
tratadas con aceite de aguacate en un grado similar al del grupo control normal. Asimismo,
estos resultados fueron similares a los publicados por 73, quienes evaluaron la influencia del
consumo de aceite de maiz con alto contenido de acido oléico, sobre los niveles de glucosa y
lipidos en sangre en ratas diabéticas tipo 2 por un periodo de 4 semanas. El grupo de ratas
diabéticas alimentadas con aceite de cahulote redujo significativamente los niveles de glucosa,
colesterol y triglicéridos, mientras que se duplicaba el contenido de HDL, aumento al doble en

comparacién con el grupo control diabético.

Zhou y Sun 59, 74, proponen que el mecanismo por el cual el aceite de aguacate
disminuye la glucemia en las ratas es regulado mediante la promocion de la sintesis de
glucdgeno y la inhibicion de gluconeogénesis, todo ello relacionado con una mayor eficiencia
en la captaciéon de glucosa muscular y una mayor regulaciéon de la glucemia hepética 59, 70, 74.
La gluconeogénesis es la via metabolica por la cual se obtienen moléculas de glucosa mediante
una sintesis endégena a partir de precursores no glucidicos, tales como alanina o glicerol. La
enzima fosfoenolpiruvato carboxiguinasa (PEPCK) cataliza la conversion de oxalacetato en
fosfoenolpiruvato en la via metabdlica de gluconeogénesis, mientras que la glucosa-6-fosfatasa

(G6Pase) que desfosforila la glucosa-6-fosfato, dando glucosa, en la ultima etapa de la

gluconeogénesis. Por tanto, ambas son enzimas claves en esta via metabolica 29, 54, 74. La

PEPCK'y G6Pasa se encuentran normalmente activadas en el estado diabético como respuesta
a la falta de captacion de glucosa por una respuesta insulinémica inadecuada, lo cual contribuye
frecuentemente a incrementar la hiperglicemia existente en ayuno bajo condiciones de diabetes
18, 46, 70. El aumento de la captacion de glucosa en el musculo esquelético y la inhibicion de
gluconeogénesis hepatica provocan la activacion de la denominada proteina quinasa activada
por AMP (AMPK), recuperando la carga energética celular. De este modo, tanto captacion de
glucosa en el musculo esquelético como la inhibicion de gluconeogénesis hepatica son ambos
mecanismos asociados con el consumo aceites y almidones, relacionado esto con la activacion
de la AMPK 26, 59, 69: En este sentido, varios atores han observado una reduccion de la
expresion de G6PC1 y PEPCK en ratas diabéticas tratadas que consumen aceite de cahulote

y, en definitiva, una reduccion de la actividad gluconeogénica 59, 74.




Otros estudios sugieren que los beneficios en la homeostasis de la glucemia derivados
del consumo de aceites poliinsaturados, pueden ser debidos a una mejora en la homeostasis
(transporte y metabolismo) de los lipidos a nivel sérico. EI aumento del metabolismo de los
lipidos es modulado a través de la promocion de la oxidacion de los lipidos y la homeostasis del
colesterol, consecuencia una mejora en la homeostasis de glucosa. No obstante, otros autores
sefialan a que probablemente el incremento de la generacion de acidos grasos de cadena corta
(AGCC) derivados del consumo de aceites poliinsaturados contribuye a reducir el apetito
fisiologico y mejorar el perfil lipidico 54, 69, lo que se traduce a su vez una mejora de la resistencia
a la insulina 54, 59, 74.

Teniendo en cuenta los resultados observados por otros autores en ratas diabéticas
tratadas con AR, los resultados del presente estudio sugieren que el consumo de aceite de
cahulote mejora la glucemia en modelos diabéticos probablemente a través de la modulacion
de las enzimas clave que intervienen en el proceso de gluconeogénesis, inhibiendo la
gluconeogénesis hepatica y aumentando la captacion de glucosa mediante la sintesis de

glucogeno en higado y musculo esquelético, asi como .derivado de una mejor homeostasis

lipidica derivada de los AGCC generados en la competencia y fermentacion coldnica del aceite

de cahulote 54, 69. Cabe destacar que la diabetes mellitus inducida por estreptozotocina se
acompafa generalmente de una pérdida de peso corporal (estado caquéxico) del animal, como
consecuencia de una degradacidn muscular de las proteinas estructurales 59. En este estudio,
los ratos con diabetes mellitus inducido que consumieron el aceite de caulote, presentaron una
ganancia de peso corporal en comparacion con el grupo control diabético. Esta ganancia de
peso puede atribuirse a una mejora en la-homeostasis de la glucosa en el musculo esquelético,
posiblemente por-un efecto en la reversion de gluconeogénesis, estando en concordancia con
la reduccién de la hiperglucemia observada en ayuno para los grupos tratados con 4% o 8% de
aceite de cahulote 59, 69, 73, 74.-La mejora de la estabilidad del homeastasis de glucosa en
sangre es un-mecanismo eficaz para abatir las complicaciones de la diabetes mellitus a largo
plazo, principalmente relacionadas con el estrés oxidativo y dafio celular 18, 46, 56, 72. Asi, los
resultados de este estudio demuestran que el consumo del producto del caulote (fraccion

lipidica) ejerce una influencia positiva sobre el fendmeno de saciedad y mitiga el desarrollo de




los sintomas diabéticos. Por lo tanto, los tratamientos especificos que reducen la ingesta de

alimentos conducen a un aumento del peso corporal en ratones diabéticos 5, 6, 9, 73.

7.2.- EFECTO. . DEL CONSUMO DE ACEITE DE CAHULOTE SOBRE LOS
BIOMARCADORES METABOLICOS

Diversos modelos biolégicos se -han utilizado para estudiar el efecto del metabolismo de
los lipidos en la Diabetes. En concreto, la diabetes inducida por estreptozotocina en ratas es un
modelo animal que ha demostrado ser sensible al metabolismo del colesterol y ser capaz de
establecer un estado de hipercolesterolemia 5, 12, 34,.asi como de un aumento de la glucemia
acompafiada de un incremento de las concentraciones de diversos lipidos sanguineos 12, 59.
Bajo esta condicion, los individuos- muestran niveles de lipidos séricos elevados, lo que

representa unriesgo de enfermedad coronaria 4.

En el-presente estudio se evalué el potencial efecto beneficioso del consumo de aceite
de caulote, sobre la incidencia en la concentracion de lipidos en sangre en ratones diabéticos.
Hasta el momento, no se ha encontrado algun estudio que evalué el efecto del consumo de

aceite sobre las concentraciones séricas glucosa, hemoglobina glicada como un marcador de

la nefropatia y sobre las concentraciones séricas de colesteral, triglicéridos, HDL, LDL, tanto en

algun _modelo animal, como en modelos de ratones diabéticos o en humanos. No obstante,
diversos estudios han evaluado el efecto de la suplementacién o consumo de aceites y acidos
grasos, sobre los pardmetros séricos, tales como los lipidos séricos, mostrando efectos

significativos sobre la condicion del metabolismo de lipidos en ratas diabéticas 6-27.

El consumo de aceite de cahulote permitié una reduccion parcial sobre los niveles de
lipidos en sangre, ya que los grupos de ratones diabéticos tratados con 4% o 8% del aceite
funcional, presentaban niveles de triglicéridos inferiores a su respectivo grupo diabético control,
si bien todos ellos fueron superiores al control no diabético. En general, se observé una
tendencia parecida para la colesterolemia y para el indice TyG. Cabe destacar, ademas, que el
grupo no diabético tratado con 4% de aceite de cahulote mostré niveles de triglicéridos en
sangre inferiores a los encontrados en el grupo control no diabético. Resultados similares a este
estudio fueron reportados por Zhou 73, donde evaluaron el efecto del consumo de aceite de

maiz con alto contenido de acido oleico, sobre los marcadores bioquimicos, estrés oxidativo y




genes involucrados en el metabolismo de glucosa y lipidos en ratas con diabetes mellitus tipo
2. Los resultados de su estudio mostraron que la concentracion de glucosa, las concentraciones
de colesterol total y triglicéridos en sangre, presentaron una reduccion significativa, y la
concentracion de HDL aumenté el doble en el grupo de ratones que consumieron el aceite de

cahulote en comparacion con el grupo de control diabético.

Se han propuesto varias hipotesis sobre el mecanismo responsables de los efectos
hipocolesterolemiantes derivados del consumo de aceites poliinsaturados. Laakso 37, sugiere
que el nivel de control glucémico es el principal determinante de las concentraciones de
triglicéridos totales y de VLDL. Asi, parece que los efectos de los aceites poliinsaturados sobre
los niveles de colesterol 'y triglicéridos en sangre parecen estar relacionados con la combinacion
en la eficiencia de secrecion de acidos biliares y una disminucion significativa de la absorcion
de colesterol, ademas, del aumento de la expresion del receptor LDL hepatico 23. Otros autores
sugieren que la reduccion del colesterol en sangre podria deberse a la union de los acidos
poliinsaturados a los acidos biliares en el intestino, aumentando asi la excrecion fecal de acidos

biliares 25, 49.

Por su parte, otros autores sefialan a una implicacion directa de los AGCC generados en
la fermentacion colénica como moduladores de la glucemia y del metabolismo de los lipidos 72,
74, 33. En este sentido, es sabido que el butirato promueve la secrecion de incretinas y asi de
las hormonas de la saciedad PYY y GLP-1 71, 72, si bien se requieren mas estudios a este

respecto del efecto del aceite a través de dicha via 25, 71. La expresion del gen de oxidacion de

lipidos Acoxl, los genes de sintesis de glucogeno, GS2 y GYG1,y los genes Insig-1 e Insig-2,

inductores para insulina, pueden verse potenciados con el consumo de aceite de cahulote. Por
el contrario, los genes relacionados con el metabolismo y la sintesis de acidos grasos SREBP
1 y Fadsl, ademas del gen G6PC1 en la gluconeogénesis, pueden mostrar una expresion

atenuada 33.

Considerando la hipétesis de la implicacion de la glucemia enla resistencia a la insulina
y el perfil lipidico, cabe indicar que el grupo de ratones diabéticos tratados con el aceite de
cahulote no solo presentaba una glucemia postprandial mas baja con respecto al grupo control

diabético, sino que, ademas, se caracteriz0 por unos niveles de hemoglobina glucosilada




inferiores. Esta capacidad de reduccién de la hemoglobina glucosilada en modelos de raton ha

sido previamente reportada por otros autores 30, 74.

Teniendo en cuenta todo lo descrito anteriormente, el efecto beneficioso del consumo de
aceite de caulote sobre la hiperlipidemia en condiciones de diabetes podria deberse a un mejor

control de la hiperglucemia, donde una reduccion de la concentracion de glucosa en sangre y

su accion parcial sobre los lipidos, es un factor esencial para regular la-homeostasis hepética.




8.- CONCLUSIONES

El consumo de aceite de cahulote mejoré la condicién de hiperglucemia al
disminuir las concentraciones de glucosa sérica y el grado de glicacion de la hemoglobina
glucosilada (HbAlc), asi como por una mejora parcial de la resistencia a la insulina, marcador
obtenido a partir de la concentracion de glucosa y triglicéridos, en ratones diabéticos inducidos,
farmacolégicamente, este indice es un importante marcador temprano de funcién renal dentro

los Estadios Mogensen, en la nefropatia renal de la diabetes mellitus.

El consumo de aceite de caulote no mostrg un claro efecto reductor de los lipidos

séricos, siendo capaz de reducir los triglicéridos sanguineaos, pero, no mostrando efecto claro

sobre el colesterol total y su distribucion enlas lipoproteinas de baja densidad (LDL) y

lipoproteinas de alta densidad (HDL).




9.- PERSPECTIVAS

Como futuras lineas de investigacion de este proyecto se plantean el estudio del efecto
de la inclusion del aceite de cahulote como alimento funcional para determinar asi su potencial
eficacia. Asimismo, se plantea la necesidad de evaluar el potencial del consumo de caulote de
en humanos mediante estudios de casos y controles en humanos, que permitan dilucidar el
potencial funcional terapéutico del producto. Estos estudios estaran dirigidos principalmente al
conocimiento del impacto del consumo de aceite de caulote o de productos que contentan dicho
ingrediente en su composicion (y en comparacion a grupos controles carentes de estos), sobre
los niveles plasmaticos de glucosa (glucemia) tanto en estado postpandrial como en ayuno,
biomarcadores asociados a diabetes mellitus y biomarcadores asociados a sindrome

metabdlico, tales como perfil lipidico en sangre.

Por otro lado, se plantea el estudio del efecto del consumo de aceite de caulote sobre la
microbiota coldnica en calidad de producto prebiético (determinando cambios en la microbiota

con el consumo del producto frente a controles carentes del mismo), asi comao el nivel de

liberacion de Acidos Grasos de Cadena Corta (AGCC) y su impacto sobre la saciedad,

mediante el estudio de la liberacion de hormonas relacionadas con el control de las saciedades
(colecistoquinona, expresion del gen GLP-1, etc.) liberadas con el consumo del producto, en

humanos.
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Resumen

México ofrece una diversidad de regiones orograficas y climéaticas que favorecen el desarrollo de
sistemas biolégicos, endémicos, que son explotados de manera no sistematica y no han sido
caracterizados cabalmente y-que el cambio de uso de suelo, asi como los procesos de desertificacion y
cambio climético, ponen en riesgo el patrimonio biol6gico de México por lo que es necesario realizar una
caracterizacion exhaustiva en campo y en laboratorio de esta especie endémica de México. Como la
denominada “limilla” (Rhus microphylla), es un frutillo que se produce en los municipios del Bajio en el
Estado de Michoacan, Guanajuato, San Luis Potosi. El presente trabajo tiene como objetivo-purificar y
caracterizar quimicamente al aceite de la semilla de R. microphylla, por métodos analiticos y ofrecer una
alternativa para la obtencion de alimentos con valor nutrimental. La'semilla de R. microphylla se trituro y
seco, para posteriormente extraer microondas y por solventes organicos, el aceite el cual fue analizado
por cromatografia de gases, encontrando una concentracion del 85% de 4cidos grasos polinsaturados,
gue representan una fuente importante de acidos grasos esenciales, para el consumo humano, y de
esta manera poder potenciar la produccion y explotacion sustentable de productos endémicos de
México.

1. Facultad de Quimico Farmacobiologia de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo. 1419367b@umich.mx y
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2. Universidad de Guanajuato
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DISENO DE UNA DIETA EN BASE DE Guazuma ulmifolia (guasimo), HIPOGLICEMIANTE
EN UN MODELO MURINO DE DIABETES MELLITUS INDUCIDO
FARMACOLOGICAMENTE

Zulma Violeta Vazquez Gardufio, Facultad de Quimico Farmacobiologia (UMSNH) 1419367b@umich.mx
Asesor Dr. Rafael Ortiz-Alvarado-rafael.ortiz@umich.mx

Planteamiento del problema

La diabetes mellitus tipo 2 es.una enfermedad cronico-degenerativa caracterizada por el aumento de marcadores
glucémicos. México-se encuentra dentro.de los 10 paises con mayor incidencia de esta enfermedad. Se plante6
el siguiente Objetivo General Determinar el efecto hipoglicemiante del aceite de Guazuma ulmifolia (Quasimo),
sobre un modelo de Diabetes mellitus inducido farmacolégicamente. Cumpliendo los siguientes Objetivos
especificos se utilizé6 un modelo de Diabetes mellitus a través de un tratamiento farmacologico estreptozotocina
(sigma-aldrich). Se obtuvo el-aceite por extraccion lipidica de Guazuma ulmifolia (guasimo), por métodos fisicos,
para su caracterizacion quimica. Disefio de una dieta-de murinos-en la-base a la dieta AIN=93M. Y se determinaron
las concentraciones de metabolitos de la quimica sanguinea VI (Glucosa, Urea, Creatinina, Acido drico, Colesterol
y Triglicéridos). Donde se determiné el efecto hipoglicemiante de la dieta experimental con contenido de acidos
grasos poliinsaturados, de productos de la familia taxonémica correspondiente a G. ulmifolia (Quasimo).

Metodologia usada fue con base al uso de modelos experimentales en ratones, para diabetes mellitus lo que
permite una aproximacion bioquimica, fisiolégica y patoldgica de la enfermedad. Se utilizé estreptozotocina para
la génesis de diabetes mellitus tipo 2 al crear la destruccion de los aislantes de Lengerhans, produciendo asi,
insulinismo pancreatico en los ratones de estudio. Disefio de una dieta experimental a base de acidos grasos
poliinsaturados, provenientes de G. ulmifolia (guasimo), endémica en México, se tomd como base experimental
para roedores, la AIN-93M. En la determinacidon de la quimica sanguinea de VI elementaos, en los modelos murinos,
de diabetes mellitus se observd una disminucion significativa de la concentracion de glucosa sérica respecto a los
otros metabolitos (urea, creatinina, acido Urico, colesterol, triglicéridos), no asi-de manera significativa en los
valores de lipidos totales referentes a Colestrol y Triglicéridos seéricos en los animales de experimentacion, de esta
manera se puede inferir que la dieta experimental murina al' 4% con Gulmifolia (Quasimo), induciran un efecto
hipoglicemiante en los animales de experimentacion de la diabetes mellitus.. Por lo anterior sera necesario
reproducir los datos obtenidos en una ronda adicional de experimentacion.
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Resumen

En el modelo actual econdmico ha condicionado el desarrollo de diversas enfermedades crénico-
degenerativas como la Diabetes Mellitus en sus diversas modalidades, originando un problema de salud
publica, por la enfermedad misma y las complicaciones derivadas de ella; para atender este
padecimiento, se han desarrollado diversas moléculas que permiten dar un tratamiento integral a la
Diabetes Mellitus, de esta forma, las ciencias quimicas y sus especialidades como la quimica organica
han planteado de manera adecuada la funcién, de las diferentes moléculas con actividad farmacoldgica
especifica, como, hipoglicemiantes y antihiperglicemiantes, lo cual no queda claro para los diferentes
estudiantes de nivel superior de ciencias médicas, farmacéuticas, bioquimicas o biotecnolégicas que
disefian, utilizan, pruebany desarrollan diferentes moléculas con estas clasificaciones (hipoglicemiantes
y antihiperglicemiantes), por lo que el presente documento tiene como objetivo revisar la relevancia
estructural entre las moléculas hipoglicemiantes y las moléculas con antihiperglicemiantes, tomando
como base los antecedentes fitoquimicos hasta los modernos antihiperglicemiantes multimodales como
la metformina, ampliamente usada en el tratamiento de la Diabetes Mellitus, de esta manera el presente
trabajo plantea una revision como un puente didactico para la comprension y tratamiento integral de la
Diabetes Mellitus, a través de moléculas con mecanismo de accion diferente.
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Resumen

En la actualidad existe una fuerte presion mundial para conseguir y diversificar las fuentes de alimentos,
por ello el modelo econdmico actual, pone énfasis como hace 500 afios, en la explotacién de los recursos
naturales de los paises 0 economias emergentes, en donde México como nacion, no escapa a esta
tendencia mundial. De esta manera se debe de mencionar que México fue origen de diversos productos
gue han sido el sustento alimenticio de diversas culturas hasta la presente, estos productos son: cacao
(Theobroma cacao), chile (Capsicum spp.), tomate (Solanum lycopersicum), maiz (Zea mays), aguacate
(Persea americana), vainilla (Vanilla planifolia). Algunos de estos productos se han convertido en materia
prima de industrias alimenticias transnacionales. Pero en la actualidad se hace un énfasis en la
diversificacion de los productos alimenticios funcionales (nutracéuticos), de esta manera los productos
alimenticios endémicos como los pertenecientes a la Familia Rosaceae (P. serétina variedad Capuli),
han demostrado contener moléculas antioxidantes y moléculas funcionales como los acidos grasos
insaturados los cuales pueden tener una funcién bioldgica de prevencion de enfermedades cronico
degenerativas, por lo que la presente propuesta, pretende aprovechar de manera integral la extraccion
de los metabolitos secundarios de esta especie, que se: utiliza como alimento y de propiedades
terapéuticas (usado de manera empirica), por lo que se plantea tener a punto un analisis cuantitativo y
cualitativo de estas moléculas que disminuya los costos de analisis metabdlico actual, asi como una
metodologia de extraccion libre de solventes organicos, especifica para la especie propuesta de estudio,

esto con la presentacion de herramientas de analisis, extractivas y de productos especificos susceptibles
de ser protegidos por un la figura de la patente ante el Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial. Esto
teniendo en consideracion que esta especie biolégica es endémica del territorio mexicano y puede ser
un acervo biolégico de especies explotadas comercialmente de la misma Familia, como son las
frambuesas o0 zarzamoras que acaparan el mercado de produccion.
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