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RESUMEN

La diabetes mellitus 2, es un problema de caracter publico mundial, el cual ha tenido
un incremento significativo en el nimero de pacientes. La Organizacion Mundial de la
Salud estima que el nimero de pacientes con esta enfermedad se incrementara de
2,179,000 existentes en el afio 2000 a casi 6,130,000 para el afio 2030 (WHO,2012).
Esta patologia es muy frecuente en nuestro pais en personas entre los 20 y 70 afios de
edad, lo que provoca que la prevenciéon y tratamiento sean prioridad para el sector
salud. Gran numero de pacientes son tratados con hipoglucemiantes orales. Sin
embargo en la Republica Mexicana es comun que los pacientes recurran al uso de
tratamientos herbolarios.

Para México se tiene una lista documentada de alrededor de 306 especies de 235
géneros y 93 familias con uso como hipoglucemiante (Andrade-Cetto y Henrich, 2005).
Este trabajo evalu6 el efecto hipoglucemiante de la raiz de Smilax moranensis (S.
moranensis), planta utilizada en la comunidad de Santos Reyes, Nopala en el estado
de Oaxaca, México; para el tratamiento de la diabetes tipo 2.

El estudio se realizé con el modelo de ratas neonatales con diabetes inducida por
estreptozotocina (nSTZ). Se probaron los extractos: acuoso (uso tradicional) y etanol-
agua (1:1). Los extractos obtenidos de S. moranensis se caracterizaron por medio de
dos pruebas cromatogréaficas, TLC y HPLC. Con las cuales se identificaron los
compuestos que presenta la raiz.

Los resultados del efecto hipoglucemiante de los extractos fueron analizados por medio
de una prueba de ANOVA y Dunett, para la relacion entre tratamientos, y para la
comparacion entre valores del mismo tratamiento se utilizé una prueba de Tukey.

Como control positivo se administraron los hipoglucemiantes orales glibenclamida en
dosis de 5mg/kg la cual mostré un efecto significativo a las dos horas de haber sido
administrada, mientras que la metformina en una dosis de 12 mg/kg no mostré un
efecto hasta el minuto 180.

Los extractos acuosos de la raiz de S. moranensis se administraron en dos dosis: 20
mg/kg y 200mg/kg, mostrando un efecto hipoglucemiante en el minuto 120 y 60
respectivamente y hasta el tiempo 180.
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Los extractos etanol-agua se administraron en las mismas dosis, la dosis tradicional (20
mg/kg) mostré valores significativos sélo en el minuto 120, mientras que la dosis alta
(200mg/kg), mostré significancia a partir del minuto 120, pero solo con respecto al

tiempo O (TO) del mismo tratamiento.
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EFECTO HIPOGLUCEMIANTE DE EXTRACTOS DE LA RAIZ DE Smilax
moranensis M. Martens & Galeotti EN RATAS n5-STZ

INTRODUCCION

Diabetes mellitus

La incidencia de los casos de diabetes mellitus se ha incrementado en las Ultimas
décadas, la Organizacion Mundial de la Salud (W.H.O. por sus siglas en ingles) estima
que el nimero de casos se incrementara de 171 millones en el afio 2000 a 336
millones para el afio 2030 en todo el mundo. En México el nimero de pacientes
diabéticos aumentara de 2, 179, 000 existentes, a 6,130,000 durante el mismo periodo,
esto implica un incremento aproximado de 281% (WHO,2012).

En la actualidad México es el noveno pais con mayor incidencia de diabetes en el
mundo. La Secretearia de Salud (SSa) estima que la diabetes es la primera causa de
muerte en el pais. Esta afecciéon también es una de las principales causas de
enfermedades cardiacas y ceguera adquirida en adultos en edad productiva (SSa,
2012).

La diabetes mellitus es un término que describe un desorden metabdlico de etiologia
multiple, caracterizado por una hiperglucemia cronica, con alteraciones en el
metabolismo de hidratos de carbono, de lipidos y proteinas, por defecto en la secrecion
y/o accion de la insulina (WHO, 2012).

La insulina es la hormona secretada por la células B del pancreas Las acciones
fisiolo6gicas de la insulina estan caracterizadas por la modulacion del transporte de
glucosa y aminoacidos, activadores de enzimas clave en el metabolismo, en la tasa de
proteinas, sintesis de ADN y ARN, trascripcién de genes especificos, diferenciaciéon y

crecimiento celular. (Moran, 2006)

Secrecion de insulina
Las células B liberan insulina por el proceso de exocitosis, en estas células la entrada
de la glucosa es mediada por los transportadores de glucosa tipo 2 (GLUT2) después
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de ser metabolizada en la via glucolitica, la molécula de glucosa es fosforilada por la
glucocinasa, asi los productos del metabolismo de la glucosa (ATP, NAD* ¥ NADH) se
incrementan y cierran los canales de potasio sensibles a ATP (K-ATP) en la membrana
celular. El cierre de los canales de K-ATP previene la hiperpolarizacién que causan las
corrientes salientes de iones K, lo cual aunado a las corrientes cationicas no selectivas
de fondo, fundamentalmente de iones Na* ocasionan la despolarizacién de la célula B.
Después de esto se activan los canales de Ca** sensibles a voltaje, que mueven iones
Ca’" hacia el interior celular, cuyo aumento dispara el proceso de exocitosis de los
granulos de insulina (Hinke, 2004)

La membrana de los granulos se fusiona con la membrana celular, liberando el
contenido de los granulos. La reincorporaciéon de la membrana de los granulos es
parcialmente reabsorbida por la célula (membrana plasméatica) y es reciclada por el
aparto de Golgi. Al final del proceso, se produce un reservorio de granulos acumulados
sobre la superficie de la membrana plasmatica. (Hinke, 2004 y Moran, 2006)

Los pacientes con diabetes tipo 2 generalmente presentan defectos en las células 3 de
los islotes de Langerhans, éstos van desde una destruccion parcial de las células 3 del
pancreas, con la consiguiente deficiencia de la insulina, hasta condiciones de
resistencia a la insulina, los cuales convergen para causar la enfermedad.

En la diabetes frecuentemente se reconocen trastornos de la accion de la insulina con
defectos en la secrecion de esta, sin saber si una es la causa o consecuencia de la otra
(Becerra-Jiménez, 2008).

La accién deficiente de la insulina en los tejidos blanco es la responsable del
metabolismo andémalo de los hidratos de carbono, grasas y proteinas.

Complicaciones de la diabetes

Ademas de la presencia de una hiperglucemia durante la etapa de ayuno, la diabetes
también puede reconocerse por intolerancia a la glucosa. Los sintomas caracteristicos
de una marcada hiperglucemia incluyen polidipsia, poliuria, polifagia, vision borrosa vy,
pérdida o aumento de peso.

La glucosilacion de las proteinas tisulares y otras macromoléculas y la excesiva

produccion de polioles a partir de glucosa, son dos de los mecanismos que se han
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propuesto para explicar el dafio tisular resultante de la hiperglucemia crénica (Becerra-
Jiménez, 2008). Los pacientes con diabetes presentan complicaciones dentro de las
gue se pueden incluir: retinopatias, que puede derivar en la pérdida de la vision,
nefropatia o dafio renal, Ulceras en pierna y amputacién por lesiones dificiimente
tratables y mala irrigacion en las extremidades inferiores. Ademas tienen una mayor
incidencia de afecciones cardiovasculares, arteroscleréticas y cerebrovasculares
(Joslins, 2007).

Todos los individuos que padecen esta enfermedad ven reflejada una disminuciéon de
su calidad y esperanza de vida.

Diagnoéstico de la diabetes

La prevencion de las complicaciones es un tema clave debido a la alta tasa de
morbilidad y mortalidad asociadas a esa enfermedad, por lo que es necesario un
diagndstico temprano, para esto se deben realizar pruebas clinicas que determinen los
niveles de glucosa sanguinea como son:

e Prueba de glucemia plasmatica ocasional- La muestra de sangre del paciente se
toma a cualquier hora del dia sin relacion con el tiempo transcurrido desde la
tltima ingesta de alimento. La glucemia medida en plasma venoso con una
concentracion = 200 mg/dl (1.11mmol/l). Los sintomas son poliuria, polidipsia y
pérdida inexplicable de peso

e Prueba de glucemia plasmatica en ayuno- La muestra de sangre del paciente se
toma durante un periodo sin ingesta calorica de al menos 8 horas. La glucemia

medida en plasma venoso con una concentracion = 126 mg/dl (7 mmol/l).

¢ Prueba de tolerancia a glucosa- La muestra de sangre del paciente se toma dos
horas después de la ingesta de una carga de glucosa anhidra. La glucemia
medida en plasma venoso con una concentracion = 200 mg/dl (11.1 mmol/l)
(ALAD, 2012).
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Clasificacion de la diabetes

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) en 1999 y la Asociacion
Americana de Diabetes (ADA) en 2007, la mayoria de los casos de diabetes se pueden
clasifican en:

Diabetes tipo 1. Se presenta principalmente por la ausencia total de insulina, resultado
de la destruccion de las células 3 del pancreas por medio de procesos autoinmunes.
Este tipo de diabetes se presenta principalmente en nifios y jévenes.

Diabetes tipo 2. Se caracteriza principalmente por la incapacidad de respuesta del
cuerpo a la accion de la insulina producida por el pancreas. Se presenta en etapas
adultas, frecuentemente relacionada con la obesidad, aunque se ha visto un
incremento de casos entre los jovenes. Este tipo de diabetes incluye alrededor del 90%
de los casos de diabetes en el mundo.

Existen otros tipos de diabetes, como la diabetes gestacional y otros desérdenes
relacionados a trastornos metabdlicos de la glucosa y enfermedades del pancreas,
causadas por compuestos quimicos o farmacos, pero la frecuencia de estos casos es
menor.

Tolerancia anormal a la glucosa (TAG) y Glucosa anormal en ayuno (GAA)

Estos términos se refieren a un estado de alteracion metabdlico entre la homeostasis
normal de la glucosa y la diabetes, también hacen referencia a una prediabetes. TAGy
GAA, en ambos casos se utiliza una definicion similar, la diferencia radica en los
niveles de glucosa plasmatica que presenta cada uno para el diagnéstico de los
individuos. En estos, se toma una concentracion de 109 mg/dl de glucosa plasmatica
como limite de lo normal.

Actualmente se considera que los individuos que padecen TAG se diagndstican con
niveles de glucosa plasmatica mayor a 110 mg/dl y menor de 126 mg/dl, mientras que
los diagnosticados como GAA presentan concentraciones de glucosa plasmatica de
110 mg/dl a 140 mg/dl (ADA, 2011).

La proporcion de los casos con TAG es mayor entre la poblacién, con respecto a los
casos de GAA. La asociacion con el sindrome de resistencia a la insulina, y ser
considerados un estado de prediabetes, marca la importancia del diagnostico y
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tratamiento oportuno de estas alteraciones de la glucosa, lo que puede representar la
diferencia para frenar el desarrollo de la diabetes.

Diabetes en México

La diabetes tipo 2 es el principal problema de salud del pais, es la primera causa de
muerte. La Federacion Internacional de Diabetes (IDF por sus siglas en inglés) estima
gue el numero de casos aumentara de 7.3 millones durante el afio 2006 a 11.9 millones
para el 2030, esto representa que México ocupara el lugar 7 entre los paises con
mayor nimero de personas con diabetes (Aguilar-Salinas et al., 2011).

La diabetes tipo 2 es una de las diez causas mas frecuentes de hospitalizaciéon en
adultos, esto se traduce en un gran gasto por parte del sector salud estimado en 15 mil
118 millones de ddlares durante el afio 2000, ocupando la mayor parte de estos
recursos (13 mil 144 millones de ddlares) para cubrir los costos de indirectos
(incapacidad prematura, ceguera, insuficiencia renal terminal y de amputaciones no

traumaticas) (Aguilar-Salinas et al., 2011).

Tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2
Alrededor del 40% de las personas que padecen diabetes controlan su nivel de glucosa
en sangre por medio de hipoglucemiantes orales, otro porcentaje equivalente recurre al

control por medio de insulina (WHO, 2012).

Hipoglucemiantes orales

El tratamiento de la hiperglucemia es de suma importancia en los pacientes diabéticos,
para prevenir las complicaciones, para ello se emplean, inicialmente un control en los
habitos de alimentacion y un aumento en la actividad fisica, en algunos casos estas
prevenciones son eficaces para mantener los niveles de glucosa estables. Sin embargo
se ha demostrado que la diabetes es una enfermedad progresiva y que el tratamiento
debe modificarse con la evolucion de la enfermedad. La combinacion de dieta y
ejercicio junto con hipoglucemiantes orales son necesarios para lograr mantener los

niveles de glucosa en sangre estables (Moller, 2001).
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El tratamiento de la hiperglucemia precisa el uso de diferentes hipoglucemiantes orales.
Las principales clases de hipoglucemientes orales pueden dividirse en aquellos que
aumentan la secrecion de insulina y los que modifican la tasa de entrada de glucosa a
partir del tubo digestivo (Fig. 1).

Los secretagogos que estimulan la secrecion de insulina, provocan el cierre del canal
de potasio sensibles a trifosfato de adenosina (ATP), (K-ATP) en la membrana
plasmatica del la célula B. Todas las sulfonilureas y secretagogos como por ejemplo la
replaglinida y nateglidina, actian uniéndose a las subunidades SUR-1 de los canales
K-ATP, lo cual provoca que estos se cierren. Los diferentes secretagogos dependen de
sus caracteristicas, propiedades farmacocinéticas y afinidad por la subunidad SUR-1,
dentro de los cuales encontramos: sulfonilureas, biguanidas, meglitinidas vy

tiazolidinedionas (Fig. 1).

Estomago y Entrada de glucosa Péncreas
b
" !
. |
Inhibidores “—
Alfa-glucosidasa Sulfoaunlureas
Meglitinidas

i 2 Secrac
T Produccion —p Hiperglicemia _ l secraciin

hepética de glucosa de insulina
Biguanida
Tiazolidinedionas '
Misculo esqueléticn
Higado ll:'apt::cinn penferica de la glucosa Tejido graso

Figura. 1. Esquema de los principales tratamientos de hipoglucemiantes orales y su
blanco (Modificado de Becerra-Jiménez, 2008)

Meglitinidas.
La Replaglitidina y la Nateglinida, son secretagogos de insulina no sulfunilureicos. El
mecanismo de accién de la liberacion de insulina es ligeramente diferente a los de las

sulfuniureas. Las meglitinidas interaccionan con la sub unidad SUR-1, en un sitio de

8


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

unién especifico, diferente al de las sulfunilureas, aunque también provoca el cierre de
los canales lo que resulta en una despolarizacion de la membrana y la exocitosis de los
granulos de insulina. Sus propiedades farmacocinéticas y de interaccion con el canal,
son responsables de la liberacibn mas rapida de insulina y por lo tanto un efecto mas
breve que con las sulfunilureas. Debido a que las meglitinidas estimulan la liberacién

de insulina, es posible que provoguen hipoglucemia (nivel bajo de azucar en la sangre).

Biguanidas.

La Metformina es una biguanida que se utiliza para el tratamiento de la diabetes tipo 2.
Aumenta significativamente la captacion de glucosa por el misculo mediada por la
insulina. La reduccién considerable de la produccién hepética de glucosa parece
obedecer a un descenso en la gluconeogénesis aunque también existe una cierta
reduccién de la glucogenolisis. La metformina activa a la cinasa de proteinas activada
por monofosfato de adenosina (AMPK), un regulador celular del metabolismo de lipidos
y glucosa. Como resultado se reduce la acetil-CoA y se activa la oxidacién de acidos
grasos. La metformina es un ejemplo de un medicamento modelado a base de un
producto natural el cual se obtuvo de Galega officinalis L. tradicionalmente usada como
hipoglucemiante. (Andrade-Cetto et al., 2005).

Tiazolidinedionas.

Las tiazolidenidionas, rosiglitazona y piglitazona. Cuyo principal mecanismo de accion
es la reduccién de la resistencia periférica a la insulina y la mejora de la sensibilidad a
ésta. Son agonistas selectivos del receptor gama del activador conocido como
proliferador del peroxisoma (PPAR) (Islas, 1999).

Inhibidores de a-glucosidasas.

La acarbosa junto a la glucoamilasa, maltasa, sacarasa y dextrinasa. Actla
exclusivamente sobre el tubo digestivo y reduce de manera especifica las oscilaciones
posprandiales de la glucosa. Los inhibidores de alfa-glucosidasas compiten con los

oligosacaridos por el sitio de unién.
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La acarbosa es el agente inhibidor de las alfa-glucosidasas mas utilizado en la
actualidad, ésta ayuda al cuerpo a reducir los niveles de glucosa en sangre por medio
de la hidrdlisis de almidones. Estructuralmente la acarbosa es un pseudotetrasacarido
analogo a la maltotetraosa, y esta compuesta por dos partes; primero una estructura de
un pseudodisacarido, la acarviosina (valienaminil-4-amino-4,6-dideoxiglucosa), que
esta unida a la segunda parte, un residuo de maltosa, por un enlace a-1,4 (Wehmeier
et al., 2004).

Sulfonilureas

El descubrimiento de las sulfonilureas fue en 1942, por Janbon y colaboradores de la
Clinica de Enfermedades Infecciosas de la Facultad de Medicina de Montpellier,
quienes la identificaron estudiando la sulfamida RP 2254 (Guthrie et al., 2000; Ramon,
2006).

Las sulfonilureas no parecen corregir el efecto existente en la secrecién de insulina
precoz que es caracteristico en la diabetes tipo 2, su accién principal consiste en
aumentar la fase tardia de secrecion de insulina. Ademas de un aumento en la funcion
de las células B (Shapiro et al., 1989; Van der Wal et al., 1997).

A principios de los 80’s se descubrié que la accién de las sulfonilureas se debe a la
ocupacion de un receptor de la membrana de la célula 3, el SURL. Las sulfonilureas se
dividen en dos grupos, la tolbutamida, perteneciente a la primera generacién de estos
farmacos, muestra una baja afinidad hacia dicho receptor, mientras que la
glibenclamida, glipizida y otras sulfonilureas de segunda generacion tienen una elevada
afinidad. (Ramon, 2006). Se estima que alrededor del 20% de los pacientes muestran
una pobre respuesta inicial al tratamiento y se tiene que recurrir a un segundo farmaco
0 a otra estrategia terapéutica (Mooradian, 1996).

En los primeros meses de tratamiento con sulfonilureas, los niveles plasmaticos de
insulinay la respuesta a la glucosa se ve incrementada; por el contrario, en la
administracién crénica, los niveles de insulina circulante disminuyen, pero los niveles

en glucosa plasmatica se mantienen.
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Las sulfonilureas son &cidos débiles con un volumen de distribucion entre 10 y 15 litros.
Se unen extensamente a las proteinas plasmaticas (> 90%) y son metabolizadas en el
higado y eliminadas en la orina y las heces. (Ramon, 2006).

Las sulfonilureas tienen ciertos efectos extrapancréaticos como son:

a) Inhibicién de la insulinasa

b) Regulacion de proporcién de insulina libre/Unica, mejorando el efecto post-receptor
c) Aumenta la captacion y oxidacion de la glucosa por el tejido adiposo

d) Efecto antiliipidico en tejido adiposo

e) Efecto anticetogénico en el higado

f) Alteracion de la velocidad de incorporacién de aminoacidos a proteinas

g) Inhibicién de la produccién y salida de glucosa hepética

h) Potenciaciéon de la accién de la insulina en el higado y musculo (aumentan el

namero de receptores celulares de insulina) (Escalante, 2001).

Mecanismo de accién de las sulfonilureas, canales de K* sensibles a trifosfato de
adenosina (K*-ATP).

Las sulfonilureas de uso comun en el tratamiento de diabetes aumentan la secrecion de
insulina al cerrar los canales de K* sensibles a "ATP, este cierre no supone un cambio
en el metabolismo de las células B, es resultado de la interaccién directa con la sub
unidad reguladora del canal SUR-1. Esta interaccién provoca una despolarizacion de la
membrana y la apertura de canales de Ca®" sensibles al voltaje, estimulando el flujo de
Ca*"y por lo tanto el incremento de su concentracién intracelular (Fig. 2).

En general el mecanismo de accion de todas las sulfonilureas es semejante, pero
algunas difieren en cuanto a la afinidad que muestran a SUR-1. Los compuestos con
mayor afinidad a esta unidad reguladora son la glibenclamida y la tolbutamida. Por lo
general la efectividad de las sulfonilureas depende de la presencia de una reserva
funcional de células 8 (Doyle, 2003).
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Figur. 2. Representacion de los mecanismos por los cuales las sulfunilureas y otros
farmacos actiian sobre la secrecion de insulina inhibiendo los canales de K* sensibles a
“ATP y estimulando la secrecién de insulina. (Tomado de Cheng y Fatus, 2005).

Glibenclamida

Es un agente hipoglucemiante. Es conocida también como glybenciclamida (Fig. 3).

Su funcién es estimular la liberacion de insulina de las células beta del pancreas;
aumenta los niveles de esta mediante la reducciéon de la liberacion de la hormona.
Incrementa la sensibilidad de los tejidos periféricos a la accién de la insulina y
disminuye la glucogenolisis hepatica y la gluconeogénesis. Su efecto global es una
reduccion de la concentracion sanguinea de glucosa en pacientes diabéticos cuyo
pancreas es capaz de sintetizar insulina.

La glibenclamida es en la actualidad la sulfonilurea mas recetada, aunque no por ser
mas eficaz o segura que otras, la eficacia que presenta en cuanto a la hiperglucemia
parece ser no muy diferente a la de otras sulfonilureas, pero es asociada a una tasa
grave de efectos secundarios, incluida una duracion prolongada de su accién, con una

hipoglucemia grave. También se le atribuye una falta relativa de especificidad por los
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diferentes canales de K-ATP, disturbios del sistema digestivo, nausea, pirosis,
colestasis, funciones hepéticas elevadas, reacciones alérgicas en la piel, eritema,
urticaria, raramente puede ocasionar leucopenia, trombocitopenia purplrea, anemia
aplastica, agranulocitos, anemia hemolitica, pancitopenia, fotosensibilidad, parestesias,
fatiga, vértigo, mareo, dolor articular, vision borrosa, fluctuaciones de niveles de

glucosa sanguinea.
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Figura. 3. Estructura quimica de la Glibenclamida.

En el tratamiento de la diabetes el uso de estos farmacos tienen objetivos especificos,
como el aumento de la secrecion de insulina, en otros casos se atiende la hipoglucemia
hiperinsulinémica. Muchos de los farmacos utilizados ejercen efectos secundarios
sobre las células B. En la actualidad no se ha identificado un farmaco capaz de acelerar
el metabolismo de la glucosa. Por lo cual es importante realizar evaluaciones sobre los
posibles derivados de estos farmacos y compuestos que puedan ser metabolizados en

las células B como posibles secretagogos.

Plantas Hipoglucemiantes

El empleo de las plantas medicinales es una practica que se ha utilizado desde tiempo
inmemorial. Durante muchos afios los remedios naturales, y sobre todo las plantas
medicinales fueron el principal recurso del cual disponian los curanderos, esto hizo que
se profundizara en el conocimiento de las especies vegetales que poseen propiedades
medicinales y se ampliara la experiencia en el empleo de los productos que de ellas se
extraen (Soumyanath, 2006).

Las plantas representan alternativas en el desarrollo de nuevos agentes
hipoglucemiantes orales (Herndndez, 2002). En México se emplean una gran variedad
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de plantas como métodos alternos para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2.
(Garibay et al., 2006).

Informacién etnobotanica mundial menciona alrededor de 800 plantas con uso
hiploglucemiante (Alarcén et al., 1998). Actualmente se conocen numerosas especies
con actividad hipoglucemiante, para el caso de México, Andrade-Cetto y Heinrich
(2005) documentaron al menos 306 especies de 235 géneros y 93 familias que son
usadas como agentes hipoglucemiantes. Entre las familias mas mencionadas se
encuentran: Asteraceae (47 spp), Fabaceae (27 spp), Cactaceae (16 spp), Solanaceae,
Euphorbiaceae (10 spp) y Laminaceae (9 spp). Se estima que esta cifra puede
duplicarse, debido a todas las especies que no han sido documentadas por falta de
estudios dirigidos, o aquellas que quedan ocultas por ser asociadas a otras patologias
pero que se usan para un cuadro clinico de diabetes.

A pesar de los numerosos estudios que se han realizado a nivel nacional y mundial, y
de la gran cantidad de compuestos aislados de plantas reportadas en la literatura, en la
actualidad s6lo se ha obtenido un derivado de plantas medicinales atil como
hipoglucemiante: la metformina sintetizada a partir de Galega officinalis (Andrade-
Cetto, 1999).

Los estudios farmacoldgicos que se han realizado sobre plantas hipoglucemiantes van
de lo mas simple a lo mas complejo, pero un problema que en general presentan es
gue en pocos se ha aislado el principio activo, en la mayoria de éstos sélo se
comprueba si presenta una actividad hipoglucemiante aguda o no. Por lo tanto, es
necesario realizar mas estudios interdisciplinarios, haciendo uso de la fitoquimica para
determinar el principio activo, de la farmacologia para poder encontrar si existe un
efecto hipoglucemiante, de la fisiologia, sistematica y de otras muchas disciplinas, que
permitan hacer un estudio integral que derive en un agente hipoglucemiante de interés
médico (Andrade-Cetto y Heinrich, 2005).

Etnofarmacologia
La Etnofarmacologia es un término descrito por primera vez a finales de la década de
los 60’s, mencionado en el libro de Efron (1967) “Busqueda de la Etnofarmacologia de

drogas psicoactivas”, adquiriendo de esta manera una importancia cientifica.
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La relevancia de este campo de estudio y los métodos que la acompafian, son
fundamentales para el valor que toma esta practica como ciencia. En 1983 Holmstedt y
Brunh definen a la etnofarmacologia como “La exploracion interdisciplinaria de los
agentes biolégicamente activos tradicionalmente empleados por el hombre”. Afios
después Schultes (1991) la define como: “La observacién, identificacion, descripcién e
investigacion experimental de los efectos de las drogas utilizadas en la medicina
tradicional”. Siendo esta la mas aceptada en nuestros dias, ya que sugiere los aspectos
gue se deben comprender en un estudio completo.

La identificacién y descripcion de conocimientos ancestrales es uno de los objetivos
principales de la etnofarmacologia permitiéndole a nuevas generaciones tener el
conocimiento que encierra la ideologia e idiosincrasia de los pueblos que los
concibieron y los conservaron. (Waller, 1993). Sin embargo; para aquellos que no son
depositarios directos de esta tradicion, resulta importante este conocimiento por los
aportes que puede generar en materia médica (Heinrich, 2008).

A lo largo de la historia todas las culturas y sociedades se han valido de su entorno
para desarrollar su propio sistema de atencion médica; Basados en el ensayo y error
determinaron que grupos de animales, plantas y minerales podian ser utilizados para el
tratamiento de sus afecciones mas comunes (Becerra-Jiménez, 2005).

Es por medio de la etnofarmacologia que este conocimiento empirico debe ser
evaluado, para poder detallarlo y documentarlo en términos cientificos que permitan el
analisis universal del conocimiento local (Heinrich, 2003).

La etnofarmacologia es una ciencia interdisciplinaria, ya que no solo abarca la
observacion en campo, sino también se encarga de la descripcion del uso y de los
métodos de preparaciéon que envuelven a los remedios tradicionales, asi como la
determinacién botanica.

El trabajo etnofarmacoldgico se inicia con la seleccién de una comunidad de estudio
para documentar el conocimiento tradicional de las plantas utilizadas en la localidad;
después las plantas seleccionadas deben ser determinadas correctamente con ayuda
de la taxonomia botanica (Andrade-Cetto, 1999). Esto es fundamental para el trabajo
etnofarmacoldgico, ya que sustenta el valor cientifico que implica su reproduccion en

cualquier momento (Andrade-Cetto et al., 2007).
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Los analisis fitoquimicos, resultan de gran importancia, pues contribuyen a obtener los
componentes principales de la planta, y permiten identificar cuantos y cuales
componentes presenta, asi como los posibles principios activos. La interpretacion de la
actividad biolégica de los componentes encontrados debera hacerse desde la
perspectiva del uso tradicional de la planta (Holmsted y Brunh, 1983).

A su vez, debe establecerse el modelo farmacoldgico adecuado para evaluar la
actividad y/o propiedades de los compuestos identificados en la planta, ya sea que se
analicen de manera aislada o en conjunto con la planta misma (Andrade-Cetto 1999).
En algunos paises europeos se tienen fitomedicamentos aprobados y en los cuadros
basicos de medicamentos, son alrededor de 100. En México un pais con una gran
tradicidon en el uso de plantas medicinales, no existe ninguno propio. Se estima que en
México mas del 64% de la poblacion hace uso de la medicina tradicional para el
tratamiento de muchas enfermedades, entre las que se encuentra la diabetes. Es claro
gue en México, se necesita realizar estudios para validar el conocimiento tradicional y
sentar bases a la produccién de nuevos farmacos (Andrade-Cetto 1999).

En la actualidad el papel que desempefia la etnofarmacologia es muy importante en las
sociedades, ya que permite la reintroduccion de los conocimientos de la medicina
tradicional como el uso de plantas, con una validacion cientifica, que garantice una
utilizacion de manera correcta, especifica y segura de los remedios utilizados en
antiguas culturas o en comunidades indigenas actuales (Andrade-Cetto y Heinrich,
2011).

Fitoquimica

La fitoquimica estudia la multitud de compuestos quimicos que se encuentran en la
complejidad de las células vegetales, pero no solo como entidades quimicas, sino
también como productos de una serie de mecanismos que intervienen en su
biogénesis, como sustancias activas que desempefian una funciéon en los procesos
bioquimicos de las células o bien como elementos que pueden provocar alteraciones

fisiol6gicas en humanos y en animales (Dominguez, 1989).
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En términos generales, se ha propuesto denominar a los compuestos secundarios
sustancias ecoldgicamente eficaces, frente a los compuestos primarios que serian
sustancias fisiol6gicamente eficaces (Augner, 1994).

El estudio quimico de las plantas proporciona de manera integral conocimiento de
algunos de los distintos productos quimicos naturales que pueden ser extraidos,
separados, purificados y determinados fisicoquimicamente (Dominguez, 1989).

Cromatografia en capa fina

La cromatografia es una técnica utilizada para andlisis inorgéanico cualitativo, permite
llevar a cabo la separacion e identificacibn de componentes de una mezcla, se
fundamenta en que las sustancias problema, pueden tener diferentes coeficientes de
reparto en dos disolventes de miscibilidad limitada, uno permanece fijo en la superficie
del papel la fase estacionaria, la fase movil constituida generalmente por una mezcla
de disolventes parcialmente miscibles en ella.

La cromatografia en capa fina se basa en la preparacion de una capa, uniforme, de un
adsorbente mantenido sobre una placa de vidrio u otro soporte. La fase movil es liquida
y la fase estacionaria consiste en un solido. La fase estacionaria ser& un componente
polar y el eluyente sera por lo general menos polar que la fase estacionaria, de forma
gue los componentes que se desplacen con mayor velocidad seran los menos polares
(Braithwaite, A. 1985).

La cromatografia en capa fina presenta una serie de ventajas frente a otros métodos
cromatograficos (en columna, en papel, en fase gaseosa) ya que es mas simple. El
tiempo que se necesita para conseguir las separaciones es mucho menor y la
separaciéon es generalmente mejor. El método es simple y los resultados son facilmente
reproducibles, lo que hace que sea un método adecuado para fines analiticos (Kenneth
A. 2004).

Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)
La cromatografia es un método fisico de separacién, basado en la distribucién de los
componentes de una mezcla entre dos fases inmiscibles, una estacionaria y otra movil.

En cromatografia liquida, la fase mavil es un liquido que fluye a través de una columna
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gue contiene a la fase estacionaria. La cromatografia liquida se lleva a cabo en una
columna de vidrio. Después se coloca la muestra por la parte superior y se hace fluir la
fase movil a través de la columna por efecto de la gravedad. Para aumentar la
eficiencia en las separaciones, en la cromatografia de alta resolucion; el tamafo de las
particulas de fase fija se disminuye, usando altas presiones para lograr que la fase
movil pueda fluir (Skoog, D. 2001., Hernandez, L. 1996).

La cromatografia de liquidos de alta resolucion es la técnica analitica de separacién
mas ampliamente utilizada. Las razones son la sensibilidad, su féacil adaptacién a las
determinaciones cuantitativas exactas, es ideal para la separacién de especies no
volatiles o termolabiles y por su gran aplicabilidad a sustancias que son de interés
(Harris, D. 200, Hernandez, L. 1996, Loro, J.2001, Skoog, D. 2001.).

Modelos animales para diabetes

La investigacion etnofarmacoldgica requiere; ademas de analisis fitoquimicos, un
modelo in vivo y/o in vitro que permita reproducir de la manera mas fidedigna posible, la
fisiopatologia que pretende atacar mediante farmacos (Becerra-Jiménez, 2007).

La diabetes mellitus (DM) es un problema de etiologia multiple caracterizado por la
hiperglucemia producto de deficiencias en el metabolismo de hidratos de carbono. Para
tratar de reproducir los complejos aspectos, mecanismos y complicaciones que
presenta esta patologia se han propuesto una serie de modelos animales
experimentales. Los modelos animales en los que se ha estudiado diabetes tipo 2 son
aquellos que desarrollan la enfermedad principalmente por una alteracion en las células
beta de los islotes de Langerhans del pancreas. Estos modelos permiten entender el
mecanismo patdégeno de la reduccién de las células B, contribuyen a esclarecer si la
reduccion de células B es clave para el desarrollo de diabetes, también ayudan a
evaluar el mecanismo de compensacion subsecuente al fallo en las células beta
residuales, ofreciendo la oportunidad de evaluar y explorar nuevos tratamientos de
diabetes.

Existen biomodelos que desarrollan espontaneamente una hiperglucemia; debido a

factores extrinsecos como la dieta y el ambiente; en conjunto con factores intrinsecos
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de tipo genético; que algunos animales; principalmente roedores obesos, manifiestan

una deficiencia en el manejo de la glucosa y/o la insulina (Arias-Diaz y Balibrea, 2007).

Otros modelos para el estudio de diabetes mellitus, son aquellos en los cuales las
alteraciones fisiologicas se inducen experimentalmente. Dentro de las especies en las
cuales se pueden desarrollar animales diabéticos estan: las ratas, ratones, cuyos,
perros, ovejas y primates, Dentro de estos modelos podemos destacar 5 formas de
induccion de la enfermedad por medio de: Lesiones en el hipotdlamo, induccion
hormonal, farmacolégicos, genéticos y manipulacién quirdrgica.

Métodos quirargicos.

1. La pancreotomia es un procedimiento en el cual se extirpa parcialmente la glandula
para producir un incremento de la glucemia.

2. Lesiones en el hipotalamo ventro medial: La administracion de electrolitos en esta
zona puede causar lesiones que provocan hiperfagia, hiperinsulinemia y obesidad. Tras
un periodo inicial de sensibilidad al aumento de la insulina, se desarrolla un estado de
resistencia, especialmente a nivel muscular. Cuando se administra en el nucleo
paraventral induce hiperfagia, obesidad y, algunas veces intolerancia moderada a la
glucosa (Balkan, 1991 y Hugués Hernandorena et al., 2002).

3. Induccion hormonal.

Altas dosis de hormonas como glucagon y glucocorticoides pueden producir
hiperglucemia (Stojanovska et al., 1990)

4. Manipulacién génica

Animales transgénicos, dotados con multiples copias de genes para insulina,
desarrollan hiperinsulinemia basal cronica respuesta alterada a la insulina y a la
glucosa, resistencia a la insulina e intolerancia a la glucosa, lo que provoca alteracion
del metabolismo de carbohidratos (Shiruzi et al., 1991).

5. Métodos quimicos

La administracion de estreptozotocina o alloxan, provocan la disminucion de la masa de
células B del pancreas (Zhao et al., 1999).

El modelo n-STZ es una opcién viable para observar una hiperglucemia cronica,
condicion prevalente en los pacientes con prediabetes o diabetes mellitus tipo 2 en una

etapa temprana, por estas razones ademas de que resulta relativamente econémico, se
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ha convertido en una de las principales alternativas para el estudio de la diabetes

mellitus.

MODELO N-STZ

La estreptozotocina es una droga antineoplasica alquilante conocida como
alquilnitrosurea. (Hernandez-Montiel et al, 2003). Es un antibiotico aislado de
Streptomyces achromogenes. La esteptozotocina es una molécula de 2-
deoximetilnitroglicopiranosa que produce un efecto téxico selectivo en las células B e
induce diabetes mellitus en animales de laboratorio (Arulmozhi et al., 2004) (Fig. 4).

La estreptozotocina en solucidén es una mezcla de dos anémeros, alfa, y beta los cuales
alcanzan el equilibrio en la solucion a las dos horas de haber preparado esta y de
almacenarse en condiciones de oscuridad. (Andrade- Cetto, 1999).

El primer reporte de la estreptozotocina como agente de diabetes fue dado por Nathan,
(1963). En un estudio llevado a cabo en ratas y perros Beagle reporta el efecto
diabetdgeno. (Andrade- Cetto, 1999)

CH,OH
4 A—0O
H
OH H/OH
|

Figura 4. Molécula de estreptozotocina

El mecanismo de toxicidad de la estreptozotocina (STZ), hasta hace algunos afios
permanecia en constante discusién, Arulmozhi et al., (2004) propone que el sitio de
accion es el DNA nuclear por medio de radicales libres que atacan el nacleo de la
célula B. Durante la descomposicion de la estreptozotocina se forman iones carbono
altamente reactivo, lo cual causa una alquilacion de las bases del DNA (LeDoux, et al,
1986). La STZ es responsable de un decremento en la disponibilidad de NAD, lo que
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interrumpe los procesos enzimaticos de las células 8 y provoca su muerte (Okamoto,
1981; Arulmozhi et al., 2004). En 2012, Skudelzky reporta en nimeros estudios in vitro,
la accidn citotoxica de la STZ, esta causa alquilacion del DNA resultando en la
fragmentacion de DNA en las células .

Las ratas neonatas tratadas con estreptozotocina (n-STZ) muestran una diabetes
aguda con deficiencia de insulina después de 3-5 dias de nacidas. Esto fue confirmado
segun los siguientes criterios: la glucosa en plasma es alta (345 = 37 mg/dl), la insulina
pancreatica muestra un decremento del 93%; la insulina en plasma es baja
considerando los altos niveles de glucosa, el glucagon en plasma es alto a pesar de no
haber cambio en el contenido de glucagon pancreatico. Las crias sobrevivientes fueron
mantenidas facilmente y en total hubo una mortalidad menor al 30% (Portha et al.,
1979).

La marcada hiperglucemia observada en ratas neonatas tratadas con estreptozotocina
es solo pasajera. Esto puede explicar porgue algunos autores reportaron que las ratas
neonatas fueron resistentes a la estreptozotocina. Al final de la primera semana, la
glucosa en plasma y los valores de insulina no fueron significativamente diferentes a
los controles.

Después de tres a cuatro semanas de edad, el peso corporal y los valores de glucosa
basal en plasma en las ratas n-STZ no se distinguen de los valores en ratas control. Sin
embargo, después de ocho semanas de edad las ratas n-STZ muestran una ligera
hiperglucemia (150- 180 mg/dl), una respuesta anormal a las pruebas de tolerancia a
glucosa y un 50% de decremento en la insulina pancreatica y sin ningin cambio en el
glucagon almacenado en pancreas (Portha et al., 1979).

Una variante de este modelo se reporto por Bonnier-Weir and Weir (Bonnier-Weir, et
al., 1981; Weir et al., 1981), en ésta se utilizan ratas Sprague Dawley inyectadas al
segundo dia de nacidas con 90 mg/kg de estreptozotocina (n,-STZ), al paso de seis
semanas de edad los individuos muestran una hiperglucemia basal mayor a 200mg/dl y
una tolerancia anormal a la glucosa, a si como una ligera hipoinsulinemia.

En vista de esta heterogeneidad en el modelo, se compararon ratas Wistar con
diabetes inducida con estreptozotocina al segundo y al quinto dia después de nacer.
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Como consecuencia se obtuvieron tres modelos de diabetes no insulinodependientes:
No-STZ, n,-STZ y ns-STZ (Bonner-Weir, et al., 1981).

El modelo no-STZ y el n,-STZ, presenta caracteristicas similares. En ambos modelos se
mostré una hiperglucemia basal con intolerancia a la glucosa, aumento en la
hemoglobina glucosilada, una importante reduccién en la insulina pancreética, un
decremento del 50% en la insulina en plasma y una reduccion de insulina pancreética
(Arulmozhi et al., 2004).

Las ratas ns-STZ mostraron la carencia de nueva acumulacion significativa de insulina
en el pancreas a las 2 semanas, después de la accién sobre las células B (Becerra-
Jimenez, 2008).

Ha sido demostrado que existe alguna capacidad de regeneraciéon de célula beta en el
pancreas de rata neonatal, que no existe en los roedores adultos (Arulmozhi et al.,
2004).

Las ratas n-STZ adultas se caracterizan por la baja liberacién de insulina en respuesta
a glucosa (Portha et al., 1979), porque el numero de células B (almacenes de insulina
en el pancreas) de estas ratas diabéticas es bajo. La secrecidén defectuosa de insulina
observada in vivo puede ser atribuida a estas anormalidades cuantitativas de los islotes
de Langerhans. Ademas, se encuentran las alteraciones de las células 3 responsables
de la mediacién del estimulo y la variacion de acuerdo a la naturaleza del estimulo
(Portha et al., 1979).
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ANTECEDENTES DE LA PLANTA

Smilax moranensis (Cocolmeca)

Ubicacion taxondmica

Reino: Plantae
Divisién: magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Orden: Liliales
Familia: Smilacaceae
Género: Smilax
Especie: Smilax moranensis M. Martens & Galeotti.

Sinonimias

S. invenusta Kunth, S. invenusta var. armata A. DC., S. moranensis schaffneriana A.
DC., S. invenusta armata, S. moranensis mexiae Killip & C.V. Morton, S. moranensis
hispida, S. chaffneriana, S. botterii A. DC., S. cordifolia var. papantlae DC., S. cordifolia
var. schiedeana DC., S. densiflora A. DC., S. densiflora var. chrismarensis A. DC., S.
erythrocarpa Kunth, S. glaucocarpus Schitdl, S. jalapensis Schitdl, S. jalapensis var.
botterii (A. DC.) Killip & C.V. Morton, S. moranensis botterii, S. schiedeana, S. sylvatica,
S. acutifolia, S. uruapensis Sesse & Moc.

Nombre (s) comun (es):

Itamoreal, palo de vida, sarsaparilla, sarsaparrilla blanca, sierrita, tipa tsinari
(Purépecha), Uarhokutaraku sapichu (Purépecha), Zarzaparrilla blanca Cocolmecan,
Cozolmecatl, Kok-che, Olcacatzan, Tecquammaitl, Raiz china, Taca.
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Descripcion
Smilax moranensis M. Martens & Galeotti.

Bejuco lefioso, llega a trepar hasta 10 m o mas de altura, presenta aguijones agudos,
rectos en la parte baja. Las hojas 4 veces mas largas que anchas (3.5-12 x 1.5-7 cm,
1.6-4), ovadas y ampliamente lanceoladas, membranéaceas o cartaceas, inermes, las
nervaduras secundarias conspicuas, a menudo blanquecinas, reticuladas y algo
prominentes en el envés, el apice agudo, la base cuspidada, truncada o ligeramente
cordada, el margen diminutamente denticulado. Umbelas estaminadas solitarias;
pedanculo (1-2.5 cm) méas largo que el peciolo subyacente. Umbelas pistiladas
solitarias; pedunculo (0.5-1.5 cm), aplanado. Las flores son verdes, amarillo pélido o
verde amarillento. Los tépalos de las flores estaminadas (4-6 mm); filamentos (2-4
mm); anteras (2 mm). Tépalos de las flores pistiladas (3-5 mm). Los frutos son
redondos (6 a 7 mm) de color negro cuando maduran (Coleccion MEXU/Plantas
Vasculares, 2012).

b)

Figura. 5. a) Ejemplar de herbario Laboratorio de Etnofarmacologia, Facultad de

a)

Ciencias UNAM. b) Esquema de Smilax moranensis M. Martens & Galeotti.
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Figura. 6. Esquema de Smilax moranensis M. Martens & Galeotti.
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Distribucién

Originaria de México; Se distribuye a lo largo de la Republica (Fig.7). Habita en climas
calido, semicdlido y templado, entre los 600 y los 1900 msnm. Asociado a bosques
tropicales caducifolio, subcaducifolio, bosque espinoso, bosque mesdfilo de montafia y

bosques de pino-encino.

Figura. 7. Distribucion de S. moranensis (Global Biodiversity Information Facility, 2012).
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Antecedentes etnobotanicos

Hernandez (1959), la reporta con el nombre en nahuatl de cozomecatl, olcacatzan y las
engloba bajo el nombre genérico de chinas; De la Cruz- Badiano como Tecquammaitl;
Martinez bajo el nombre de cocolmeca, cocolmecan cozomecatl y kok-che en maya
(De la Cruz, 1964; Martinez, 1944).

En el siglo XVI, Martin de la Cruz la reporta como antiescabiatico, y Francisco
Hernandez como antiespasmaodico, antipirético, antirreumatico, antisifilitico, astringente,
carminativo, contra la contraccion de rodilla, dermatosis; como diaforético, diurético;
contra enfermedades de causa cdlida, enfermedades de causa fria; aumenta el calor
del estébmago, es hipnotico, tonico; lava las vias urinarias y es analgésico, tomada con
vino tonifica y ayuda a la digestion (Herndndez, 1959; Argueta, 1994).

Para el siglo XX, Maximino Martinez describe; "adelgaza”, es afrodisiaco, antidoto, para
contusiones y diurético. Se emplea la raiz en decoccion y se administra por via oral
(Martinez, 1944) Fig.8.

Figura. 8. a) Trozos de raiz de S. moranensis; b) infusion preparada con la raiz.
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Antecedentes fitoquimicos

Cirilo-Aguilar en el 2003, reporté diferentes tipos de extractos (Hexanico, acetonico,
metanolico, acuosos) para la caracterizacion fitoquimica de S. moranensis.

En el extracto hexanico se encontraron: esteroides, terpenos, coumarinas, alcaloides,
azucares. Dentro de los extractos aceténico y etandlico se encontraron: esteroides,
terpenos, coumarinas, sesquiterpenlactonas, flavonoides, alcaloides, azUcares,
guinonas y saponinas.

En el extracto acuoso se encontraron: oxidrilos fendlicos, coumarinas,
sesquiterpenlactonas y quinonas.

Dentro de los resultados presentes en las puebas fitoquimicas de S. moranensis, se
observan compuestos semejantes a los reportados por diversos autores en otros
ejemplares del mismo género (Chen T. et al., 1999, reporta una nueva flavona).

En la literatura podemos encontrar que las sapogeninas esteroides como uno de los
componentes en las plantas del género Smilax; dentro de las cuales se encuentra la
esmilagenina. De las saponinas por medio de hidrdlisis se obtienen hidratos de carbono
y una aglicona, llamada genéricamente sapogenina, la cual puede tener un esqueleto

esteroidal similar al de la esmilagenina (Dominguez, 1989).
H

(i-:Hl :O“x-j\

CHJ [T o

[ O

- -~
o 1)

-
1Y
H(/_JK\/ \/’J
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Figura. 9. Estructura quimica de la esmilagenina

Las sapogeninas no se encuentran de forma libre en los rizomas; las podemos
encontrar en forma de glicésidos, es decir, la sapogenina unida a una azucar, lo que se
conoce como saponina o glucésido esteroide. Debido al gran peso moléculas de las
saponinas, su aislamiento en estado puro ofrece grandes dificultades. Segun la

estructura de la sapogenina, se conocen dos grupos de ellas; los de tipo esteroide
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(generalmente triterpenoides tetraciclicos) y los triterpenoides pentaciclicos, ambos
tiene un origen biogenético en comun, la via del acido mevalénico y unidades

isoprenoides (George E., 1988).

Las sapogeninas se encuentran entre el 1-3 % de base seca en los rizomas de
diversas especies del género Smilax.
Entre los compuestos que obtenemos de la hidrélisis de las saponinas podemos
encontrar tres compuestos de mayor interés:

1. Sarsasapogenina

2. Esmilagenina

3. Diosgenina

|D )

1 Sarsasapogenina 2 Esmilagenina

3 Diosgenina

Fig. 10. Estructura quimica de algunas saponinas
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Antecedentes farmacoldgicos

Fukunaga et al., (1997) estudi6 el efecto hipoglucémico de Smilax glabra en 3 modelos
de ratones (normales, diabetes mellitus no dependientes de insulina, diabetes mellitus
dependiente de insulina en este estudio, una dosis de 100 mg/kg de extracto
metanodlico de Smilax, modifica los niveles de glucosa a las 4 horas de su
administracién en los modelos, normal y raton Kuo Kando o ratén obeso (KK-Ay) bajo
las mismas condiciones, en el modelo inducido por streptozotocina no se observd
variacion en los niveles de glucosa en sangre.

La administracion repetida de extractos hidroalcohdlicos del género Smilax mostré una
tendencia hipoglucemiante al compararse con los controles. Smilax engleriana mostré
efecto residual en ratones machos y hembras, mientras que el extracto de Smilax
kunthii lo mostré6 sélo en machos. Smilax panamensis y Smilax domingensis CR,
solamente en hembras. Se observdO un posible efecto ansiolitico con Smilax
domingensis CR y Smilax kunthii, el efecto se manifesté solamente durante el periodo
residual (una semana después de haber suspendido el tratamiento) (Garcia-Gonzales
et al., 2008).

Cirilo-Aguilar (2003), reporta a S. moranensis como agente reductor de peso. Las
pruebas se realizaron en cuatro grupos de ratas Sprague-Dawley, tres machos y tres
hembras; en tres repeticiones con diferentes dosis de extracto (16, 32 y 64 mg/kg). La
primera etapa consta de la administracion de S. moranensis. Para la segunda
repeticion se administr6 Centaurium quitense y la tercer repeticibn consta de una
mezcla de ambas plantas.

Los resultados demuestran, que una dosis de 32 mg/kg de S. moranenesis
(administrada a machos), representa una menor ganancia de peso con respecto a los
demds tratamientos y dosis tanto en machos como en hembras. Sin embargo el efecto
sinérgico de ambas plantas representd el valor de pérdida de peso mas significativo
con respecto a los controles (Cirilo-Aguilar, 2003). Es importante considerar que si la
sinergia es mas eficiente entonces se debe tomar una para una posible promocion en
el cuidado de la salud como control parcial al peso, falta verificar si la accion crénica no
genera efectos hepatotéxicos.
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Se tiene reportes de actividad tanto bactericida y fungicida del género Smilax (Caceres
et al., 1990; Fernandes et al., 1999).

Navarro y colaboradores (2003), demuestran que los extractos; etandlico y acuoso de
Smilax. spinosa, presentan un efecto sobre Salmonella typhi y Leishmania mexicana,
asi como antioxidante.

Cirilo-Aguilar (2003), comprobd que las propiedades quimicas de los extractos
hexanico y acetonico de S. moranenesis, presentan actividad antibacterial sobre
Bacillus cereus, Pseudomona aeruginosa y Staphilococus aureus.

El mismo grupo de trabajo reportd la actividad antifingica de S. moranenesis, sobre
Candida albicans y Candida parapsilosis (Cirilo-Aguilar, 2003).
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JUSTIFICACION

El uso tradicional de la raiz de S. moranensis, ha sido documentado en la comunidad
de Santos Reyes Nopala en el estado de Oaxaca, México; por el grupo de trabajo del
Laboratorio de Etnofarmacologia de la Facultad de Ciencias. Los reportes de su uso
fueron obtenidos por medio de entrevistas directas, realizadas a habitantes de la zona
con diabetes y que frecuentan el uso de plantas; debido a esto se decidié probar el

efecto hipoglucemiante agudo de la raiz en un modelo de diabetes inducida (ns-STZ).
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HIPOTESIS

* Tanto el extracto acuoso como el etanol-agua de S. moranensis administrado en una
dosis de 20 mg/kg, tendrd un efecto hipoglucemiante agudo con grado dosis
dependiente en ratas diabéticas.

* Tanto el extracto acuoso como el etanol-agua de S. moranensis administrado en una
dosis de 200 mg/kg, tendrd un efecto hipoglucemiante agudo con grado dosis

dependiente en ratas diabéticas.
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OBJETIVO

General

* Evaluar el efecto hipoglucemiante agudo de S. moranensis en ratas neonatas
diabéticas inducidas por estreptozotocina (ns-STZ).

Particulares

* Determinar el efecto de extractos acuoso y etanol-agua de la raiz de S. moranensis
en el modelo de ratas diabéticas ns-STZ.

* Detectar por medio de cromatografia de placa fina los diferentes grupos de
metabolitos secundarios presentes en los extractos acuosos y etandlico de la raiz de S.

moranensis.
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METODOLOGIA GENERAL

Colecta del S. moranensis

El material botanico fue colectado por el Dr. Adolfo Andrade-Cetto y su grupo de trabajo
del laboratorio de Etnofarmacologia de la Facultad de Ciencias UNAM en la comunidad
de Santos Reyes Nopala estado de Oaxaca, México. La raiz de la planta fue colectada
en su habitat natural en el afio 2007 y 2009, con ayuda de personas y curanderos de la
localidad.

La planta fue determinada por el M. en C. Ramiro Cruz-Duran del Departamento de
Biologia Comparada de la Facultad de Ciencias, los especimenes fueron depositados
en el herbario con nimero de colecta IMSS 15815.

La raiz de S. moranensis fue colocada en la cAmara de secado del laboratorio de
Ambientes Controlados de la Facultad de Ciencias de la UNAM, a una temperatura de
40°C por 48 horas.

Elaboracion de extractos de S. moranensis

Extracto acuoso. Se prepard a partir de 100 g de raiz molida en 500 ml de agua
destilada, se mantuvo hirviendo en agitacion por 10 minutos. Una vez transcurrido el
tiempo se filtr6 por medio de una malla fina de nylon, posteriormente se realiz6 un
segundo filtrado usando tierra de diatomeas y vacio. La parte liquida se congel6 a
-40°C en un ultracongleador marca Revco y posteriormente se colocé en una
liofilizadora marca Labconco modelo Freezone 2.5.

Extracto Etanol-Agua. Se elabor6 a partir de 100g de raiz molida en 500 ml de una
solucion etanol: agua en una proporcion 1:1, se mantuvo en agitacion por 2 horas a una
temperatura de 30°C, se dejé precipitar por espacio de 2 horas y se separ6 la parte
liquida por filtracion con tierra de diatomeas y vacio. Posteriormente se elimind el
etanol en un rotavapor (Buchi modelo R-205) y se colocé en cristalizadores a -40°C en
un ultracongleador (Revco) y se liofilizo.

Extractos adicionales

Para las pruebas fotoquimicas se utilizaron los extractos acuoso y etanol-agua, también

se realizaron extractos adicionales: etanol-acetona, hexanico y metandlico de la raiz de
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S.moranensis para detectar que tipo de metabolitos estan presentes y si estos pueden
estar asociados con el efecto reportado.
e Extracto etanol-acetona. 1g de raiz molida en 20 ml de la solucién en proporcién
1:1.
e Extracto hexanico. Se colocé de raiz molida en un cartucho para soxhlet, el
hexano se elimind por medio de rotavapor
e Extracto metandlico, este se prepara con la misma raiz que se utilizé en el

extracto hexanico; el metanol se eliminé por evaporacion.

Animales experimentales

Se utilizaron ratas Wistar (ambos sexos) de 5 dias de nacidas, obtenidas del Bioterio
de la Facultad de Ciencias de la UNAM.

Se mantuvieron bajo el cuidado de la madre hasta los 30 dias de edad, después fueron
destetadas. Las ratas permanecieron en una sala dentro del bioterio a una temperatura
de 25 °C con 55 % de humedad relativa, bajo un fotoperiodo 12:12 luz: oscuridad. Las
ratas tuvieron acceso al alimento (Purina Ralston) y el agua durante todo el
experimento, a excepcion de los dias en los cuales se trabajaron con ellas, ya que

requieren un ayuno previo de aproximadamente 8 horas.

Induccion de diabetes ns-STZ.

Las ratas neonatas fueron inyectadas al quinto dia post- nacimiento, via intraperitoneal
con 90 mg/Kg de estreptozotocina (STZ), disuelta en 20 ml de buffer de acetatos pH
4.5. Los animales que sobrevivieron a la inyeccion permanecieron con la madre hasta
los 30 dias de edad, posteriormente fueron destetados y colocados en cajas
separadas. Se monitoreados sus niveles de glucosa plasmatica a los dos meses de
edad.

Aquellas ratas que presentaron valores mayores o iguales a 140 mg/dl de glucosa
plasmatica después de 8 horas de ayuno fueron consideradas diabéticas, valores

menores o iguales a 139 mg/dl de glucosa no se incluyeron en el experimento.
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Medicién de glucosa.

La sangre fue colectada de la vena caudal realizando un pequefio corte en la punta de
la cola tratando de no alterar al animal. Todos los valores de glucemia se determinaron
por medio de dos glucémetros Accutrend GC (Roche), utilizando sus respectivas tiras

reactivas.

Dosis del hipoglucemiante oral

Se utilizaron hipoglucemiantes orales estandar, glibenclamida y metformina. Las dosis
de glibenclamida administradas; que es de 5mg/kg, de acuerdo a los cuadros de
aplicacion clinica la dosis minima en un dia a un paciente es de 5 mg/kg, se ha
comprobado en estudios previos en el laboratorio de etnofarmacologia, que presenta
valores significativos a los tiempos de 120 y 180 min. (Ramirez, 2007 y ALAD, 2010).

Para la metformina se utilizé una dosis de 12 mg/kg.

Dosis de planta hipoglucemiante

Las dosis se calcularon de acuerdo a los reportes del uso de la planta tomada por un
humano de 70 kg, y se extrapolaron a una rata experimental de 250g (cuadros 1y 2).
Se calcul6 la dosis correspondiente para cada rata experimental, los extractos, se
resuspendieron en 1.5 ml de solucion fisioldgica (solucion de NaCl 0.9%) en el caso del
acuoso y para el etanol-agua se resuspendio en 1 ml de solucion fisiolégica y 0.5 ml de
etanol. En ambos casos; para obtener una comparacion del efecto hipoglucemiante, se

elevé la dosis 10 veces con respecto a la dosis calculada.
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Cuadro 1.Calculo de la dosis para el extracto acuoso de S. moranensis.

PESO kg DOSIS g
70 15
0.25 0.0053
Dosis calculada 0.02 g/kg
Dosis administrada 0.02 g/kg, 0.2 g/kg

Cuadro 2. Célculo de la dosis para el extracto etanol-agua de S. moranensis.

PESO kg DOSIS g
70 2
0.25 0.0071
Dosis calculada 0.028 g/kg
Dosis administrada 0.028 g/kg, 0.28g/kg
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DISENO EXPERIMENTAL

Grupos experimentales

Las ratas fueron separadas en 8 grupos de 11 individuos cada uno (4 controles y 4

experimentales), conforme al tratamiento que recibian. Los tratamientos se muestran

en la Cuadro3.

Cuadro 3. Grupos experimentales y tratamiento.

GRUPO
Grupo 1. Control no diabético

(CND)

Grupo 2. Diabético

(CD)

Grupo 3. Diabético+ Glibenclamida

Grupo 4. Diabético+ Metformina

Grupo 5. Diabético+ S. moranensis

Grupo 6. Diabético+ S. moranensis

Grupo 7. Diabético+ S. moranensis

Grupo 8. Diabético+ S. moranensis

TRATAMIENTO

Solucion fisioldgica (salina) 9%

Solucion fisioldgica (salina) 9%

Glibenclamida 5 mg/kg

Metformina 12 mg/Kg

Extracto acuoso de S. moranensis
20mg/kg

Extracto acuoso de S. moranensis
200mg/kg

Extracto etanol-agua de S. moranensis
28mg/kg

Extracto etanol-agua de S. moranensis
280mg/kg
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La solucidn fisiologica y los extractos fueron administrados a las ratas por via oral con
la ayuda de una canula gastroesofagica con la finalidad de asegurar que las
aplicaciones llegaran directo al tracto digestivo.

Los niveles de glucosa sanguinea fueron determinados; tanto en los grupos
experimentales como en los controles, tomando el primer valor (TO) como la media
previa a la administracion de cualquier tratamiento. Posterior a la administracion del

tratamiento se realizaron mediciones cada hora (T60, T120 y T180).

Cromatografia en capa fina (TLC, por sus siglas en ingles)
La cromatografia de capa fina fue realizada para los extractos (acuoso, etanol-agua,
etanol-acetona, metanolico y hexanco) de S. moranensis. En el cuadro 4 se muestran
los tres sistemas de eluciébn que se prepararon de acuerdo al tipo de metabolitos
secundarios a identificar.
La cromatografia de capa fina se realizd en el laboratorio de Etnofarmacologia de la
Facultad de Ciencias UNAM. Se procesaron 5 extractos, se pesaron 20mg de cada
extracto y se disolvieron en 0.1ml de metanol para su analisis, en el caso de el
hexanico se diluyo en 0.1 de hexano.

Cuadro 4. Sistema de elusion y revelado de la cromatografia de placa fina

Metabolitos Control Sistema de elusién Revelador
secundarios
-Acetato de etilo

Flavonoides -Acido Formico Ac. Difenilbourinico
glicolicos Rutina -Acido Acético al 1%,(0.5g/50ml de
Gacial metanol) + UV
-agua
(6:1:1:2)
-Diclometano
-acetona Ac. Difenilbourinico
Flavonoides Quercitina -acido acético al 1%,(0.5g/50ml de
aglicélicos -metanol metanol) + UV
(6:2:1:1)
-Hexano -Anisaldehido
-Acetato de etilo -Acido sulfarico
Terpenos Timol (7:3) -Acido acético
glaciar
Calor 5-10 min.
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-Diclorometano -Solucién 1: 0.85 g

-metanol de nitrato de
Alcaloides Quinina -hidroxido de bismuto basico en
amonio al 25 % 40 ml de aguay
(85:14:1) 10ml de acido

acético al 99%.
-Solucion 2: 8 g de
ioduro de potasio en
20 ml de agua.

Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC por sus siglas en ingles)
Se utiliz6 la cromatografia de alta resolucion para la identificaciéon de la cantidad y
namero de los compuestos presentes en los extractos de S. moranensis.
Las condiciones que presento el sistema fueron las siguientes (Andrade-Cetto, 2011):
e Columna: NUCLEOSIL 100-5-C18, EC-250-4.
e Fase movil: Acetonitril-15: Metanol-15: Buffer Acido Fosférico-70.
e Detector: Luz UV 254 nm.

e Tiempo: 25 min.
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ANALISIS ESTADISTICO

La prueba estadistica que se realizé a los datos fue un ANOVA de una via, partiendo
del supuesto de poblaciones distribuidas normalmente con varianza igual y
desconocida, y observaciones independientes. Asimismo se realizé una prueba de
Dunett para verificar que existan diferencias estadisticamente significativas entre los
controles y los tratamientos. Para comprobar diferencias entre cada grupo con respecto
su propio tiempo cero se aplico un Post hoc de Tukey. El analisis se realiz6 en JMP

Statistical SAS 10, los datos se consideran significativos a partir de P<0.05.
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RESULTADOS
Del extracto acuoso ya liofilizado de S. moranensis se obtuvo 1.51g de peso seco final,
Para el extracto Etanol-agua se obtuvieron 2.84g de peso seco final.

Pruebas farmacoldgicas

De los 8 grupos de 11 ratas experimentales se obtuvieron los valores medios para cada
una de las aplicaciones de los distintos tratamientos administrados durante tres horas
en forma aguda (Cuadro 5).

Cuadro 5. Efecto hipoglucemiante de S. moranensis en ratas ns-STZ.

Grupos Niveles de Glucosa Sanguinea (mg/dl) +/- error
estandar
Tiempo (minutos) TO T60 T120 T180
1. CND 112 + 2 114 + 3 119 + 2 119 + 3
2.CD 151 + 2 152 + 3 148 + 2 147.5 +2
3.Glibenclamida(5 mg/kg) 152 +5 137+ 6 129 + 5% 121+ 5°7
4. Metformina (12mg/kg) 152 + 3 133+ 3° 136 +4* 125+ 3"
5. S.moranensis acuoso 147 + 4 141 +8 130 + 5* 128 +4°
(20 mg/kg)
6. S. moranensis acuoso 148 + 5 127 + 7% 123 + 6% 128 + 7%
(200 mg/kg)
7. S. moranensis etanol- 149 +5 139+5 131 + 5% 133+6
agua (28 mg/kg)
8. S. moranensis etanol- 151 +4 143 +4 138+ 5° 135 + 5°

agua (280 mg/kQ)

Valores promedio de glucosa + error estandar. * p<0.05, ** p<=0.005, significativo para
cada tratamiento vs CD, a. p<0.05, b. p<=0.005, significativo para cada tratamiento vs

su tiempo cero. n=11.
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De acuerdo con los datos obtenidos en la tabla 5:

Grupo 2: Se observan diferencias significativas de los valores de glucosa sanguinea
con respecto al CND (grafica 1).

150+

100
Bcvc I co

Concentracion de glucosa (maidl

504

0 G0 120 180

Tiempo (miny

Grafica 1. Comparacion entre los niveles de glucosa CND vs CD. n=11,* P=<0.005

Grupo 3: Los valores de glucosa son significativos a partir del minuto 120 y se mantiene
en el tiempo 180, al ser comparados contra el CD y su propio TO (Grafica 2).

Grupo 4: Existe diferencia significativa comparandolo con el CD solo hasta el minuto
180, sin embargo al comprarlo contra su propio TO se observan valores significativos a
partir del minuto 120 y se mantienen en el 180 (Grafica 2).
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Grafica 2. Efecto de dos hipoglucemiantes orales, medias + error estandar, n=11.

Grupo 5: Presenta valores significativos comparandolo con el CD a partir del minuto
120 y se mantienen hasta el 180. Al comparar los valores contra su propio TO no se
observaron diferencias significativas (Grafica 3).

Grupo 6: los valores de glucosa son significativos a partir del minuto 120 al ser
comparados contra CD y el TO, en ambos casos se mantienen significativos hasta el
tiempol180 (Grafica 3). Al compara este grupo con el grupo 5, se muestran diferencias
significativas solo en el minuto 60.
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Grafica 3. Efecto hipoglucemiante del extracto acuoso de S. moranensis dosis minima

(tradicional) y maxima administrada (tradicional x10), medias + error estandar, n=11.

Grupo 7: Hubo diferencia significativa solo en el minuto 120 al compararlo contra el CD
y su propio TO (Grafica 4).

Grupo 8: Los valores se mostraron significativos en el minuto 120 y se mantiene hasta
el tiempo 180 solo al compararlo contra su TO (Grafica4). Al comprarlo contra el grupo 7

se observan valores significativos en el minuto 120.
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Gréfica 4. Efecto hipoglucemiante del extracto etanol-agua de S. moranensis, dosis

minima (tradicional) y maxima administrada (tradicional x10), medias + error estandar,

n=11.
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Pruebas Fitoquimicas

Cromatografia de Capa Fina (TLC)

. Los compuestos identificados para cada uno de los extractos se observan en la tabla
1. Las placas pueden observarse en el anexo de la figura 12-15.

Mediante la prueba de cromatografia de capa fina (TLC por su siglas en inglés) se

presentaron en ambos extractos (acuoso y etanol-agua) principalmente flavonoides,

alcaloides.
Cuadro 6. Cromatografia de Capa Fina (TLC)
Compuesto identificado
Extracto de S. Flavonoides Flavonoides Terpenos Alcaloides
moranensis glicdlicos aglicolicos
Acuoso + + - +
Etanol-agua + + - +
Etandl-cetona + + - +
Metandlico + + - +
Hexanico - - + -

Presente (+) : Ausente (-)

Cromatografia liqguida de alta resolucién (HPLC)
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Por medio del analisis de HPLC se evalud Unicamente el extracto etandlico por el grupo
de trabajo de etnofarmacologia y determinado por el Dr. Adolfo Andrade Cetto, donde
se detectardn 4 posibles compuestos. (Fig. 11).
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Fig. 11. UV-HPLC a 254 nm, del extracto etandlico de S. moranensis. En el eje Y la absorbancia y en el X el tiempo en

minuto.
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DISCUSION

Dentro de la medicina tradicional, la herbolaria nos aporta amplios listados de plantas,
qgue en la actualidad son utilizadas para el tratamiento de diferentes enfermedades
(Argueta, 1994). Es notable la diversidad de plantas que se utilizan como remedio, y la
cantidad de enfermedades que se cree que cura una sola planta. Es aqui donde radica
la importancia de someter a analisis, tanto quimicos como farmacol6gicos y comprobar
el efecto que presentan las plantas sobre dichas afecciones.

Desde el siglo XVI se ha documentado que S. moranensis presenta actividad sobre
distintas enfermedades (De la Cruz, 1964; Martinez, 1969; Andrade-Cetto. et al, 2006).
Existen reportes del estudio de algunos ejemplares del género Smilax relacionados con
un efecto hipoglucemiante sobre modelos animales (Fukunaga, 1996; Garcia-
Gonzales, 2008). Otros trabajos estan relacionados con un efecto bactericida, fungicida
o la disminucién de peso (Caceres, 1990; de Sa Ferreira, 1997; Cirilo-Aguilar, 2003).
Sin embargo pocos son los trabajos farmacoldgicos que aportan datos significativos de
la presencia de un efecto hipoglucemiante de S. moranensis.

El presente trabajo evalué el efecto de S. moranensis sobre diabetes inducida en ratas
ns-STZ, se utilizd este modelo por ser adecuado para la estandarizacion de los niveles
de glucemia; lo que se puede observar al comparar los grupos CND y CD durante los
tiempos de medicién (Cuadro 6).

A pesar de que este modelo experimental no mimetiza la diabetes tipo2 y se asemeja
mas a un modelo de diabetes tipo 1 (Breyer et al., 2005), se observa la presencia de
hiperglucemia y una respuesta favorable a los hipoglucemiantes orales.

Para el grupo 3 el cual fue tratado con Glibenclamida, se observé un efecto a partir del
tiempo 60 (grafica 2), lo que concuerda con los resultados obtenidos por Andrade-
Cetto, et al (2007), los cuales muestran un efecto dosis dependiente al tiempo, ya que
al compararlo con el CD y su TO se obtuvieron valores estadisticamente significativos.
Para el grupo 4 que recibié el tratamiento con Metformina se observa una disminucion
de los niveles de glucosa en el minuto 60, el efecto que se mantiene durante el

experimento, mostrando una buena respuesta a los hipoglucemiantes (grafica 2).
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Al analizar cada uno de los extractos en sus diferentes dosis, se demuestra que el
extracto acuoso de S. moranensis administrado al grupo 6 tiene mejor efecto
hipoglucemiante que el mismo extracto en dosis minima, tomando en cuenta la relacion
gue existe entre una dosis mayor y rapida absorcion, podemos asociarla a un pronto
efecto, ya que se observan valores significativos durante la primer hora del
experimento, que se mantienen hasta el minuto 180, sin embargo a partir de las dos
horas de administrado el tratamiento se aprecia una disminucion parcial del efecto
(Grafica 3).

Aunque para el caso del extracto acuoso en una dosis de 20 mg/kg se muestra un
efecto a partir del minuto 60 que se mantiene a lo largo del experimento, los valores
significativos se observan a las dos horas de su administracion en comparacion con el
CD (Grafica 3). Esto esta asociado al efecto dosis dependiente para este caso, y que
la extraccion de los metabolitos secundarios obtenidos sea mejor por medio de una
infusién simple, lo que se veria reflejado en un efecto mas prolongado sobre el modelo
empleado. Ademas, el consumo en una dosis minima de S. moranensis si tiene efecto
hipoglucemiante en la forma administrada tradicional, ya que en muchos casos es
tomada como agua de uso durante todo el dia, lo que puede apoyar a aumentar la
concentracion de los compuestos quimicos a lo largo del dia (Andrade-Cetto, 2005).

El efecto hipoglucemiante que presentan los extractos etanol-agua, para el caso del
grupo 7 se muestra a partir del minuto 60 y muestra valores significativos hasta el 120,
sin embargo se aprecia un aumento en los niveles de glucosa hacia el tiempol80, lo
gue sugiere una disminucion en el efecto en cambio el grupo 8 con una dosis mayor
del mismo extracto muestra diferencia significativa desde las dos horas de su
administraciéon hasta el minuto 180 (Grafica 4), esta significancia es sélo en
comparacioén con el TO (Cuadro 6).

La poca actividad que presentan los dos extractos puede deberse al tipo de extraccion,
ya que, al solo ser calentada y no hervida, los metabolitos no son arrastrados en su
totalidad o en menor cantidad que si tuviéramos la fase liquida en ebullicién.

Se realizaron TLC para la determinacion de metabolitos secundarios (flavonoides,
terpenos, alcaloides) que podrian estar asociados al efecto hipoglucemiante de S.

moranensis (cuadro 6).
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Los resultados obtenidos sobre las pruebas cualitativas para la identificacion de
flavonoides resultaron positivas para los extractos acuoso y etanol-agua, observandose
la presencia de flavonoides glicélicos y aglicélicos para ambos casos.

Esto puede sugerir que la presencia de estos grupos de flavonoides estdn asociados al
efecto hipoglucemiante. Torres-Piedra, et al., en 2010, asocia la estructura basica de
las flavonas a un efecto hipoglucemiante, al comparar diversos flavonoides
estructuralmente similares sobre un modelo Na-STZ.

Para el caso de terpenos en el extracto acuoso y etanol-agua fue negativa, pero
positiva para el extracto Hexanico, o que concuerda con los datos obtenidos por Cirilo-
Aguilar (2003), sin embargo, reporta la presencia de estos metabolitos tanto en
extractos metanolico como aceténico,

Lo que explicaria la ausencia de estos metabolitos en los extractos acuoso, etanol -
agua, etanol-cetona y metandlico pudiera deberse a que se tienen en menor
concentracion, por lo que se tendrian que realizar estudios fitoquimicos mas detallados
para asegurar su presencia 0 ausencia.

Las saponinas son muy frecuentes en las plantas medicinales y debido a su capacidad
espumante resultan unos excelentes emulsivos, producen la hemolisis de los glébulos
rojos (eritrocitos); es decir, liberan hemoglobina (Dominguez, 1989)

La deteccion de alcaloides fue positiva para el extracto acuoso y etanol-agua, con
respecto al extracto hexanico en el cual no se observo la presencia de estos. No
podemos asegurar que los alcaloides no participen en el efecto hipoglucemiante, ya
gue se tiene presencia de estos en ambos extractos administrados.

En el analisis por HPLC del extracto etandlico, se identific6 un compuesto mayoritario,
gue; no por ser el compuesto encontrado en mayor cantidad, significa que sea el
principio activo asociado al efecto hipoglucemiante. Se tendria realizar un tren de
extraccion, confirmar si este compuesto mayoritario también se presenta en otros
extractos y en el extracto acuoso, ya que junto con este mayoritario se observan tres

compuestos mas en menor cantidad.
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Para determinar el mecanismo de accion de S. moranensis son necesario mas
estudios, ademas de determinar qué metabolitos son los que estan involucrados en
este, ya que la presencia de terpenos en otros estudios (Cirilo-Aguilar, 2003), asi como
los reportes del contenido de saponinas triterpénicas (Martinez-Luma, 2005), pueden

influir de una manera importante en la interaccion con el modelo.

Sin embargo otros trabajos hacen referencia al efecto hipoglucemiante que presentan
los flavonoides, como la inhibicién intestinal de alfa glucocidasas (Andrade-Cetto et al.,
2008); regulando la expresion de enzimas involucradas en el metabolismo de hidratos
de carbono; su capacidad para evitar la absorcion y/o mejorar la tolerancia a la glucosa
(Brahmachari et al., 2011, Fontana, et al., 2011).

Otros estudios hacen referencia a la actividad hipoglucemiante de algunos extractos
ricos en alcaloides, los alcaloides tienen efecto similar a la insulina o que estimulan
directamente la enzimas involucradas en el metabolismo de la glucosa (Sharma et al.,
2007). El potencial hipoglucemiante de alcaloides se observaron sobre los cambios en
los niveles de varias enzimas responsables de mantener la homeostasis de la glucosa
(enzimas hepaticas, glucocinasa, GK). Por lo tanto la presencia de alcaloides mejora la
actividad de la enzima y/o mejorar el metabolismo de los hidratos de carbono (Sharma,
et al., 2010).

Con los resultados obtenidos hasta el momento, podemos decir que los reportes y
documentos sobre el uso de la raiz de S. moranensis (Cocolmeca), acerca del uso que
se le da en la comunidad de Santos De los Reyes Nopala en el estado de Oaxaca
como tratamiento para la diabetes, son correctos y que la infusién, es hasta ahora el
mejor método de extraccion y administracién de los metabolitos responsables de su
efecto hipoglucemiante.

Sin embargo, es necesario realizar pruebas para determinar los metabolitos presentes
en los extractos acuoso y etanol-agua involucrados en el efecto, asi como definir su
mecanismo de accién. También estudios cronicos, para asegurar que S. moranensis no

presentan efectos secundarios debido al consumo periédico.
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CONCLUSIONES

e El extracto acuoso de S. moranensis administrado via oral en una dosis 20
mg/kg y 200 mg/kg presentan un efecto hipoglucemiante a partir del tiempo
60.Con valores estadisticamente significativos a partir del minuto 120 y 60

respectivamente.

e El extracto etanol-agua de S. moranensis administrado via oral en una dosis
20 mg/kg y 200 mg/kg presentan un efecto hipoglucemiante en ratas ns-
STZ a partir del minuto 60. Con valores estadisticamente significativos solo
en el minuto 120 para ambos casos.

e Por medio de la cromatografia de placa fina (TLC) se detectd que los
principales componentes en ambos extractos (acuoso y etanol-agua) son
flavonoides y alcaloides

e EIl andlisis por HPLC indica la presencia de un compuesto mayoritario,

acompaniado de tres componentes en menor cantidad en el extracto

etandlico.
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Anexo
Placas de TLC
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Figura 12. Cromatografia de capa fina para identificar flavonoides glicdlicos. 1-
extracto hexanico, 2- extracto metandlico, 3- extracto etanolico, 4- extracto eyanol-

agua, S-extracto acuoso.

Y

Figura 13. Cromatografia de capa fina para identificar flavonoides aglicolicos. 1.-
extracto hexanico, 2.-extracto metandlico, 3.-extracto etanolico, 4.-extracto eyanol-

agua, 5.-extracto acuoso.
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Figura 14. Cromatografia de capa fina para identificar alcaloides. 1.-extracto
hexanico, 2.-extracto metanélico, 3.-extracto etanolico, 4.-extracto eyanol-agua, 5.-

extracto acuoso.
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