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“No es el mas fuerte ni el mas inteligente el que sobrevive, si no el mas capaz de
adaptarse a los cambios”

- Charles Darwin
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Estudio crénico del efecto hipoglucemiante de la raiz de Smilax moranenesis (Martens & Galeotti) en ratas diabéticas STZ-NA

RESUMEN

La Diabetes Mellitus (DM) es un problema importante para el sector salud debido al
impacto epidemiologico y al aumento en el numero de pacientes diagnosticados en
los ultimos afos. En México la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT,
2012), reporta que cerca del 9.2 % de la poblacion adulta mexicana padece la

enfermedad.

La DM es una enfermedad asociada a dislipidemia e hiperglucemia crénica. En el
caso de la Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) a nivel clinico se recurre un tratamiento a
través de dieta y ejercicio para regular los niveles de glucosa y posteriormente a la
administracién de farmacos hipoglucemiantes orales y en caso de ser necesario,
insulina. Sin embargo, en nuestro pais la falta de recursos econdmicos y de
acceso a servicios médicos ha contribuido a que un gran numero de pacientes
recurran a la medicina herbolaria tradicional para su tratamiento, apoyados en los
usos y costumbres étnicas. Andrade-Cetto y Heinrich (2005) reportan que para
México existen 306 especies de plantas descritas con efectos hipoglucemiantes, las

cuales se concentran en 235 géneros y 93 familias.

En el presente trabajo se evalué de forma cronica el efecto hipoglucemiante de la
raiz de Smilax moranensis en ratas hiperglucémicas usando el modelo STZ-NA. S.
moranensis es utilizada por las personas de la comunidad de Santos Reyes Nopala,

en Oaxaca México, para el tratamiento de DM2.

El extracto etanol-agua (Et-Ag) de la raiz de S. moranensis a una concentracion
de 80 mg/kg administrado durante un periodo de 42 dias (administracion
cronica), demostro tener un efecto al disminuir los niveles de glucosa, Tg, y HbA1c

en el modelo de rata hiperglucemico utilizado.
El andlisis estadistico muestra una diferencia significativa (p<0.05) del grupo
experimental del extracto contra el grupo control diabético y contra el grupo

diabético con glibenclamida.
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La administracion de 80 mg/Kg del extracto Et-Ag de la raiz de S. moranensis
mostré efecto hipoglucemiante a partir de la primera semana de tratamiento;
asimismo se comprobé su eficacia en el modelo para regular y controlar los niveles

de HbA1c y Tg a partir de 30 dias de tratamiento.

Los resultados obtenidos experimentalmente comprueban el efecto hipoglucemiante
del extracto de la raiz usada, tal como se ha reportado de manera tradicional por

la comunidad de Santos Reyes en Nopala Oaxaca.
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I. INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad que se define como un nivel elevado
de glucosa en sangre asociado con la ausencia o insuficiente secrecidn pancreatica
de insulina, que puede ocurrir con o sin deficiencia en la sefalizacion de ésta
(ECDCDM, 2003). El estado patoldgico inicial de la enfermedad se caracteriza por
resistencia a la insulina en el tejido muscular en combinaciéon con una relativa
deficiencia de la secrecion de la insulina pancreatica, lo cual durante una exposiciéon
cronica a altos niveles de glucosa conlleva complicaciones a distintos 6rganos
vitales que impacta en la salud de los pacientes con Diabetes mellitus tipo 2 (DM2)
(FMD, 2013).

La insulina es producida por las células B pancreaticas, pero en pacientes
diabéticos, la produccion es insuficiente para superar la resistencia a la insulina y
por lo tanto se eleva la glucosa en sangre de manera cronica. El deterioro de la
sefalizacion de la insulina también afecta el metabolismo de las grasas, lo que
origina un aumento del flujo de acidos grasos libres y de los niveles de
triglicéridos, asi como un decremento de la concentracion de lipoproteinas de alta
densidad (HDL) (ECCDAB,1992).

Dentro del grupo de hipoglucemiantes orales (farmacos utilizados en el control de
la DM), las sulfonilureas (SU) de segunda generacion como la glibenclamida son las
de mayor prescripcion debido a su bajo costo y los pocos efectos adversos que
presentan. Las SU estimulan la segunda fase de secrecion de insulina de las
células B pancreaticas (Simo, 2002). Para que las SU puedan ejercer su accion es
necesario que haya un porcentaje de células B pancreaticas con capacidad de ser
insulinosecretoras. Se ha reportado que algunas plantas de uso herbolario pueden
estimular la secrecion de insulina, disminuyendo los niveles de glucosa sanguinea
(Medina, 2013).
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Las pruebas preclinicas con modelos animales que simulan la etiopatologia de la
DM han permitido entender el mecanismo a través del cual actuan los principios
activos o farmacos usados en el tratamiento de esta enfermedad. EI modelo de
rata Wistar STZ-NA, propuesto en sus origenes por Masiello (1998), permite
inducir experimentalmente algunas alteraciones fisiolpatoldgicas observadas en la
DM2 humana. Dicho modelo se basa en una inyeccién via intraperitoneal de
nicotinamida (NA) entre un intervalo de 100 y 300 mg/Kg para que el dafio de la STZ
sea parcial y no total en las células B pancreaticas, 15 minutos después se
administra estreptozotocina (STZ) via intravenosa a una dosis de 65 mg/Kg, la
cual causa efectos citotéxicos sobre las células B de los islotes de Langerhans
(Masiello, 1998, Skudely, 2012).

Una variedad de extractos de plantas se han utilizado durante siglos en la
medicina tradicional para el tratamiento de la diabetes. Las plantas medicinales
son particularmente importantes ya que no soélo pueden ser utilizadas como una
alternativa o un remedio complementario en la prevencién de enfermedades
metabdlicas, sino que también son una fuente importante de compuestos que
pueden ser candidatos para producir farmacos. Esta tendencia ha hecho necesario
el incremento de la exploracion y explotacidn de la medicina alternativa con la
finalidad de implementar y gestionar el consumo de los remedios tradicionales a
base de plantas en particular (OMS, 2014).

La informacion sobre los usos y costumbres etnobotanicos recopilados en trabajos
de campo en Santos Reyes Nopala Oaxaca de S. moranensis en el tratamiento
para la diabetes, asi como estudios previos de los extractos acuoso y etandlico de
la raiz de la planta realizados por el grupo de investigacion del Laboratorio de
Etnofarmacologia de la Facultad de Ciencias, UNAM, en el modelo neonato (n5-
STZ) (Andrade-Cetto, 2011) en forma aguda, motivaron a probar su efecto
hipoglucemiante cronico en un modelo inducido en la etapa adulta (biomodelo
STZ-NA) y evaluar su efecto hipoglucemiante, y la posible acciéon sobre los
triglicétridos (Tg), el colesterol (Col) y HDL.
15
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1. DIABETES MELLITUS
1.1 Definicion

La Asociacion Americana de Diabetes (ADA 1997), define a la Diabetes Mellitus
(DM) como “un grupo de enfermedades caracterizadas por un alto nivel de

glucosa resultado de defectos en la incapacidad para producir o utilizar insulina”.
1.2 Tipos de DM

Tanto la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la ADA clasifican a la DM en
Diabetes Mellitus Tipo 1 (DM1), Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2) y Diabetes Mellitus

Gestacional.

1.2.1. Diabetes Mellitus Tipo 1

En la DM1 las células beta se autodestruyen, lo que conduce a la deficiencia
absoluta de insulina. La etiologia de la destruccion de las células 3 pancreaticas
es generalmente autoinmune pero existen casos de DM1 de origen idiopatico,
donde la medicion de los anticuerpos conocidos da resultados negativos. Por lo
tanto, cuando es posible medir anticuerpos tales como anti-GADG65, anticélulas de
islotes (ICA), antitirosina fosfatasa (IA-2) y antiinsulina; su deteccion permite
subdividir la DM1 en:

A. Autoinmune

B. Idiopatica

Sus primeras manifestaciones clinicas ocurren desde una edad temprana, cuando
ya la funcion se ha perdido en alto grado y la insulinoterapia es necesaria para que
el paciente sobreviva. Sin embargo, existe una forma de presentacion de lenta
progresion que inicialmente puede no requerir insulina y tiende a manifestarse en
etapas tempranas de la vida adulta. A este grupo pertenecen aquellos casos
denominados como diabetes autoinmune latente del adulto (LADA). En México,
la Federacién Mexicana de Diabetes (FMD) reporta que entre el 5y 10% de las

personas diagnosticadas presentan DM1 (FMD, 2014).
16
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Recientemente se ha reportado una forma de diabetes tipo 1 que requiere insulina

en forma transitoria y que no es mediada por autoinmunidad (ALAD, 2011).
1.2.2. Diabetes mellitus Tipo 2

La DM2 se presenta en personas con grados variables de resistencia a la
insulina y con una deficiencia en la produccién de ésta hormona que puede o no
ser predominante. Ambos fendbmenos deben estar presentes en algun momento

para que se eleve la glucosa.

Aunque no existen marcadores clinicos que indiquen con precision cual de los dos
defectos primarios predomina en cada paciente, el exceso de peso sugiere la
presencia de resistencia a la insulina mientras que la pérdida de peso sugiere
una reduccion progresiva en la producciéon de la hormona. Aunque este tipo de
diabetes se presenta principalmente en el adulto, su frecuencia se incrementa

en nifos y adolescentes obesos (ALAD, 2011).

El deterioro de la sefalizacion de la insulina (Fig 1), también afecta el metabolismo
de los lipidos, lo que resulta en un aumento del flujo de acidos grasos libres y de los
niveles de triglicéridos, asi como una reduccion de las lipoproteinas de alta densidad
(HDL) (ADA, 2011). La OMS (2014) y la ADA (2014) reportan que la DM2 se presenta

en un 90% de los pacientes diagnosticados.
Desde el punto de vista fisiopatolégico, la DM2 se puede subdividir en:

A. Predominantemente insulinorresistente con deficiencia relativa de insulina.
B. Predominantemente con un defecto secretor de la insulina con o sin resistencia
a la insulina (ALAD, 2011).
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Figura 1. Etapas en el desarrollo de la DM2. (Tomado de Lorenzo, 2009)
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1.3 Diagnéstico para DM2

Los criterios de la ADA (2014) para el diagnéstico de diabetes tipo 2 son los

siguientes:

e HbA1C 26.5%. La prueba se debe realizar en un laboratorio que utilice un
meétodo estandarizado segun el National Glycohemoglobin Standarization
Program (NGSP), certificado y estandarizado para el Diabetes Control and
Complications trial.

e Glucemia en ayuno (GA) 2126 mg/dL (7 mmol/L). El ayuno se define como

la no ingesta caldrica durante por lo menos 8 horas.

e Glucemia 2 horas después de carga oral (GP) 2200 mg/dL (11.1
mmol/L) durante la prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG). La prueba
debe ser realizada con las indicaciones de la OMS, con una carga de hidratos

de carbono equivalente a 75 g glucosa anhidra disuelta en agua.
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e Glucemia al azar 2200 mg/dL (11.1 mmol/L) en un paciente con sintomas

clasicos de hiperglucemia o crisis de hiperglucemia.

e En ausencia de hiperglucemia inequivoca, el resultado debe ser confirmado

por repeticion de la prueba.

En personas asintomaticas con posibilidades de presentar Diabetes la ADA, ha
establecido una serie de criterios adicionales para ser evaluados durante las
visitas a consulta externa o en personas con patologias asociadas, donde se
incluyen indice de masa corporal (IMC), hipertension arterial, actividad fisica, raza
o etnia, historia de enfermedades cardiovasculares, en mujeres la presencia de
problemas hormonales como el Sindrome de Ovarios Poliquisticos (SOP),

resistencia a la insulina, entre otros factores de riesgo (Cuadro 1).

1.4 Etiologia en DM2

Los principales sintomas de un paciente que presenta diabetes y por tanto, una
hiperglucemia cronica son polidipsia, polifagia, poliuria, aumento o pérdida de

peso y alteraciones de la vision principalmente.

Cuando un paciente tiene un mal control de la enfermedad esto conlleva a tener
complicaciones crénicas. Dentro de las complicaciones crénicas derivadas de la
diabetes estan las microvasculares y las macrovasculares, las primeras afectan los
pequefios vasos de la retina (estan relacionadas con la retinopatia diabética), el

glomérulo (provocan nefropatia) y los nervios periféricos (ocasionan neuropatia).

Las complicaciones macrovasculares son de tipo aterosclerético que afectan a las
arterias que nutren al miocardio, el cerebro y las extremidades inferiores, las
cuales junto con la dislipidemia y la hipertension también estan asociadas a la DM2 e

incrementan considerablemente el riesgo de dafio cardiovascular (Galbis, 2004).
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Cuadro 1. Criterios para la prueba de la diabetes en los individuos adultos asintomaticos

1.

2.

La prueba debe ser considerada en todos los adultos que tienen sobrepeso (IMC <25kg/m2)*
y que tienen factores de riesgo adicionales:

e Inactividad fisica
e Familiares con diabetes
e Etnicidad (por ejemplo, afroamericanos, latinos, nativos americanos, asioamericanos y

nativos de las Islas del Pacifico).

e Las mujeres que dieron a luz un producto que pesé > 4 Kg o fueron diagnosticados con

diabetes mellitus gestacional (DMG).

e Hipertension (>150/90 mmHg o en tratamiento para la hipertension).
e Nivel de colesterol HDL, <35 mg/dL (0,90 mmol/L) y/o un nivel de triglicéridos >250 g/dL

(2,82 mmol/L).

e Las mujeres con sindrome de ovario poliquistico.
o A1C25.7% en pruebas previas.
e Otras condiciones clinicas asociadas con la resistencia a la insulina (por ejemplo, la obesidad

severa)

e Historial clinico con enfermedades cardiovasculares.

En ausencia de los criterios anteriores, las pruebas para la diabetes deben comenzar a la edad
de 40 aios.

Si los resultados son normales, la prueba deberd repetirse al menos cada 3 afios, con
consideracion de pruebas mas frecuentes en funcidn de los resultados iniciales (por ejemplo,
aquellos con prediabetes deben probarse anualmente) y en estado de riesgo.

* La tasa de riesgo IMC puede ser menor en algunos grupos étnicos.
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1.4.1 Resistencia a la Insulina

La resistencia a la insulina (RI) es una disminucion de la respuesta biolégica a la
actividad de esta hormona, que ocurre debido a una reduccion en la expresién del
transportador de glucosa sensible a insulina, GLUT 4, y en la captacion de glucosa
seguida por una disminucién en el metabolismo no oxidativo de la glucosa y en la
sintesis de glucégeno. En el sindrome de RI e hiperinsulinemia hay incremento de
la sintesis de colesterol de baja densidad (VLDL) y se acelera el catabolismo de
las HDL o colesterol de alta densidad. Esto se encuentra asociado a la obesidad de
predominio abdominal y a la DM2. Otros factores reportados como causantes de la
RI son estrés en el reticulo endoplasmico, acumulacion de subproductos toxicos por
la sobrecarga nutricional en tejidos sensibles a insulina como los adipocitos,
hepatocitos, el musculo esquelético y las células B pancreaticas (Fig 2) (Serrano-
Rios, 2010).

La dislipidemia, se define como la presencia de anormalidades en la
concentracion de lipidos en sangre (colesterol, triglicéridos, colesterol HDL vy
LDL). Los niveles de concentraciéon de colesterol, triglicéridos, colesterol LDL
y colesterol HDL pueden estar determinados por una dislipidemia asociada a RI. Si
la concentracion de triglicéridos es mayor a 150 mg/dl, la de colesterol superior a
200 mg/dl y el colesterol HDL menor a 40 mg/dl se requiere una valoracién médica

y un tratamiento debido a una dislipidemia (Salinas, 2004).

Tanto en el tejido adiposo como en el musculo esquelético, la insulina es la
encargada de captar glucosa a través de la traslocacién del transportador de glucosa
regulado por insulina isotipo 4 (GLUT4) y evitar la exocitosis de acidos grasos
libres. Sin embargo, la deficiencia en la secrecion de insulina a causa de la Rl
provoca en el tejido adiposo un aumento en la cantidad de acidos grasos libres,
haciendo que también se aumente la gluconeogénesis hepatica y por lo tanto haya
un aumento en el colesterol LDL y una disminucién el colesterol HDL (Murrow y

Hoehn, 2010).
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Figura 2. Tejidos afectados por la RI. (Tomado de Stumvoll, 2005)

1.5 Estadisticas

La OMS estima que entre 4 y 5% de los presupuestos de salud se gastan en las
enfermedades relacionadas con la diabetes. Los gastos médicos de una persona
con diabetes son de dos a cinco veces mas altos que los de una persona sin esta
enfermedad. Esta es la causa de la mayor parte de las visitas médicas, la razén
principal de adquisicién de equipos médicos y de medicamentos, asi como la primera

causa de ingreso a los hospitales (FMD, 2012).

La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2012 (ENSANUT 2012) estima que la
DM es el segundo motivo de atencion medica en nuestro pais con un 11.5% de
consultas, donde el 1.0% de éstas corresponde a pacientes entre 5 a 19 afios,
el 9.2% a pacientes entre 20 y 49 afios, el 30.1% a pacientes entre 50 y 69 afios y

el 33.0% a pacientes mayores de 69 afos.
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Sin embargo, del total de pacientes que se estima presentan la enfermedad,
cerca del 30% de los individuos afectados desconoce que la tiene. Esto significa que
en nuestro pais existen mas de diez millones de personas enfermas, de las cuales
alrededor de tres millones no han sido diagnosticadas, por lo tanto estos resultados
son un indicativo de la gravedad del problema que representa la DM2 en México
(ENSANUT, 2012).

Una proporcion importante de personas que desarrolla la enfermedad no cuenta
con seguro médico y es diagnosticada antes de los 45 afos de edad, lo que
favorece las complicaciones de la enfermedad a consecuencia de no contar con un
tratamiento adecuado (Fig 3). Por otra parte, la mortalidad por complicaciones de la
diabetes muestra un incremento sostenido durante las ultimas décadas, hasta llegar

a ocupar el tercer lugar dentro de la mortalidad general en México (SS, 2012).
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Figura 3. Porcentaje de la poblacidn diagnosticada con DM por entidad federativa segun su condicién de
aseguramiento (tomada de estadisticas a propésito del dia mundial de la diabetes, INEGI, 2013).
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2. IMPACTO ECONOMICO DE LA ATENCION A LA ENFERMEDAD

2.1 Atencion médica

La ENSANUT2012 reporta que el 9.2% de la poblacién adulta presentd
diagnodstico previo de diabetes, demostrando un incremento importante en
comparacién con la proporcion reportada por la ENSA 2000 con un 5.8% y en la
ENSANUT 2006 con un 7% (Fig 4). Este aumento es importante en términos de
demanda de servicios de salud aumentando los gastos en atencion médica y

farmacos para su tratamiento.

Por otro lado, también se reporta un aumento de 5.29% a 24.5% en el porcentaje de
consultas meédicas para diabetes en adultos mexicanos del 2006 al 2012. Por lo que
esta cifra indica que 3 de cada 4 diabéticos requieren mayor control del padecimiento
que permita reducir las complicaciones que se presentan. (ENSANUT, 2012).
Esto estda asociado a que los pacientes fueron diagnosticados a edades mas
tempranas, incrementando el uso de hipoglucemiantes orales e insulina,
principalmente de metformina para su tratamiento, aumentando considerablemente

los servicios financiados por el Sistema de Proteccién Social en Salud (SPSS).
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Figura 4. Proporcion de adultos con diagnéstico médico previo de DM2 por sexo y edad en
México. ENSA 2000, ENSANUT 2006 y 2012 (Tomado de ENSANUT 2012).

3. TRATAMIENTO PARA LA DIABETES MELLITUS TIPO 2

3.1 Dieta y ejercicio

El tratamiento de la DM2 se ha dirigido basicamente al control de los niveles de la
glucosa sanguinea, con el propdésito de prevenir o retrasar las alteraciones micro y
macrovasculares de la enfermedad. En primer término una vez que se ha
diagnosticado a un paciente con este tipo de enfermedad es recurrir a una dieta y
ejercicio adecuados con el objetivo de controlar y normalizar el metabolismo de

grasas, proteinas y carbohidratos.
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Dieta

Una dieta adecuada es un elemento esencial del tratamiento de todo paciente
diabético. Sin embargo, mas de la mitad de los pacientes no siguen correctamente
su dieta. Entre las razones que explican este hecho, se incluyen la complejidad de
las instrucciones para su cumplimiento y una pobre comprension de las metas del

control dietético por el paciente y el médico

Para poder tener un manejo exitoso de la dieta del paciente diabético es importante
establecer un apropiado plan de comidas, con un adecuado aporte nutricional y
caldrico, con el cual el enfermo debe estar bien informado, pues el objetivo es
proveer comidas balanceadas nutricionalmente que le permitan mantener un estilo
de vida acorde con sus necesidades, conservar un peso corporal saludable y un
buen control metabdlico. Las recomendaciones se basan en que la grasa dietética
debe aportar el 30 % del total de las calorias, pero menos del 10 % de ellas deben
consumirse en forma de acidos grasos saturados, del 6 al 8 % poliinsaturados y del
15 al 17 % monoinsaturados (ECCDAB,1992).

La cantidad de colesterol exdgeno debe ser menor que 300 mg/dia. La cantidad de
proteinas requeridas es de 0,8 g/kg del peso corporal ideal cada dia. Los
carbohidratos representan alrededor del 50 %, aportan el balance energético de la
dieta y deben ser principalmente complejos y ricos en fibras. Por tanto, los azucares

simples y refinados deben ser ingeridos con moderacion (Faure et al, 1997).

En general, se recomienda ingerir al menos tres comidas al dia y colaciones, de
acuerdo con la preferencia y los agentes hipoglucemiantes utilizados. Ademas, debe
tenerse en cuenta el tipo de diabetes y, por tanto, el uso o no de la insulina, la
presencia de la obesidad y de otros factores de riesgo, asi como la existencia de
complicaciones. En pacientes con DMT2 obesos, la reduccién del peso corporal es
un objetivo primordial, pues la reduccion progresiva del peso conlleva

simultaneamente una mejoria de los niveles de la glucosa. Debe recordarse que la
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reduccion del peso debe ser gradual y el uso de dietas excesivamente bajas en

calorias no debe utilizarse de forma rutinaria en los diabéticos obesos.
Ejercicio

Es conocido el efecto del entrenamiento fisico sobre los niveles de la glucosa, en
dependencia del tipo y duracién del ejercicio, el horario en que se realiza en relacion
con las comidas, el uso de los medicamentos y el estado metabdlico en el momento
de realizarlo que en general, por lo que es preferible el ejercicio aerdbico, debido a
que mejora también la capacidad cardiorrespiratoria y se utiliza glucosa en primer

instancia como combustible energético para poder realizar cualquier actividad fisica.

Las recomendaciones del ejercicio fisico varian segun el tipo de diabetes en el caso
de los pacientes con DM2 el ejercicio debe ser parte del plan de tratamiento integral,
ya que la actividad fisica puede estimular la pérdida de peso y reducir la

insulinorresistencia en estos enfermos (Schneider, 1984).

3.2 Hipoglucemiantes orales

La DM es una enfermedad que sdlo puede ser controlada mas no curada, por lo que
los tratamientos tienen como finalidad mantener controlado el nivel de glucosa

sanguinea dentro del rango normal (<100 mg/dL y >70 mg/dL).

Los pacientes que presentan DMT2 son tratados con “hipoglucemiantes orales”,
también llamados “antidiabéticos o antihiperglucemicos” en el ambito médico.

Entre los hipoglucemiantes mas utilizados podemos encontrar:

e Las Sulfonilureas, como la Glibenclamida, que promueve la secrecién de

insulina en las células B pancreaticas.
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e Las Biguanidas, como la Metformina, la cual reduce la produccion de glucosa

inhibiendo la Gluconeogénesis hepatica.

e Las Tiazoldinedionas, como la Pioglitazona, que promueve la accion de

insulina.

e Los inhibidores de las a-glucosidasas, como la Arcabosa, que a nivel

intestinal impiden la absorcion de la glucosa.

e Las Incretinas, como las GLP-1, las cuales son hormonas secretadas en el
intestino durante el estado postpandrial, que actuan aumentando la secrecion
de insulina evitando la secrecidén de glucagén mediante la inhibicidén la enzima
DPP-4.

e Las Meglitinidas, como la Repaglinida, que estimulan a las células B para que

secreten insulina en la primera etapa de insulinosecrecidn en periodos de ayuno.

La Norma Oficial Mexicana 030 (NOM 030) para el control de la diabetes en la
poblacion mexicana estipula que un paciente debe estar monitoreado y con control
farmacolégico para evitar dafnos cronicos. Dentro de las guias clinicas en el
cuadro terapéutico a nivel de atencién secundaria y terciaria los de mayor
prescripcidon son las sulfonilureas de segunda generacion y la metformina
(biguanida) por su facil comercializacion y pocos efectos adversos reportados
(NOM's 30 y guia de manejo paciente diabético), asi como sus bajos costos tanto
sola como combinada con Glibenclamida a dosis de 2.5 mg/ 500 mg y 5mg/500mg

respectivamente.
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3.2.1 Sulfonilureas

Las sulfonilureas (SU) estimulan la segunda fase de secrecién de insulina por

parte de las células B pancreaticas. Por lo tanto para que las SU puedan ejercer su

accion es necesario que haya un porcentaje de células B con capacidad de ser

insulinosecretoras.

Las SU ejercen su accion a través de unos receptores de alta afinidad en las células

B pancreaticas SUR1. La unién a estos receptores provoca el cierre de los canales

de Potasio (K*) ATP-sensibles, causando que no haya salida de K+ de la célula y la

membrana celular quede despolarizada (Fig 5). Como consecuencia, los canales

de Calcio (Ca?*) y Sodio (Na*) se abren provocando un aumento en la concentracion

de Ca?* intracelular y la unién de éste a la calmodulina, que producira el incremento

de la concentracion de microfilamentos y la exocitosis de los granulos de insulina.
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Figura 5. Mecanismo de accion de las Sulfonilureas (Tomado de Archivos Venezolanos de
Farmacologia y Terapéutica, Volumen 20 - Numero 1, 2001 (6-26).
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Las SU difieren en su farmacocinética, sin embargo, todas se absorben rapidamente
en el tracto digestivo, teniendo su pico plasmatico entre las 2 y 4 horas después
de su ingesta. El metabolismo de las SU fundamentalmente es hepatico y sus
metabolitos se eliminan a través de la orina y, en menor proporcion, por la bilis. Las
SU se unen principalmente a la albumina, desde donde pueden ser desplazadas por

otros farmacos (Simo, 2002).

La SU mas comercial y mas utilizada es la Glibenclamida debido a que presenta
una mayor unién a proteinas (99%). Ademas, son muy efectivas en el tratamiento
de pacientes con DMT2 cuando éstos no presentan sobrepeso asociado y no hay

agotamiento de las células 3 pancreaticas. (Zavala, 2009).

4. ETNOFARMACOLOGIA

Las sustancias naturales constituyeron durante un largo tiempo la unica fuente de
medicamentos. Hoy en dia, los principios activos de origen natural representan
alrededor de un 30% de los farmacos utilizados, y probablemente este numero se
eleva hasta un 50% o mas, si se consideran solamente a aquellos farmacos que
se venden bajo receta médica (antibidticos principalmente). La mayoria de estas
sustancias ya eran utilizadas en algunas de las medicinas indigenas, por ello la
etnofarmacologia juega un papel importante en la busqueda de prototipos utiles

enfocados en nuevas familias de farmacos.

La obtencion de principios activos extraidos de plantas como la reserpina que era
utilizada como antihipertensivo y tranquilizante, la atropina, la cocaina, la efedrina,
pilocarpina, teofilina, entre otras innumerables drogas, son ejemplos de farmacos
que en la medicina tradicional de diferentes regiones desde hace tiempo se les

habian atribuido propiedades terapéuticas (Galbis, 2004).
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El concepto surge en las década de los 1960°s, adquiriendo relevancia en el libro
“Busqueda etnofarmacoldgica de drogas psicoactivas” escrito en 1967 por Efron
(Holmtedt et al. 1983). En 1990, Dos Santos considera a la etnofarmacologia
como “el estudio interdisciplinario y cientifico de la serie completa de sustancias
naturales, de origen vegetal, animal o mineral y las formas relacionadas del
conocimiento o practica implementada por la cultura vernacula, para modificar las
condiciones de los organismos vivientes con propdésitos terapéuticos o preventivos

0 para hacer un diagnéstico”.

Hoy en dia, la mas aceptada es la propuesta por Schulttes (1991) que cita; “La
observacion, identificacion, descripcion e investigacion experimental de los efectos
de las drogas utilizadas en la medicina tradicional”. Es decir, la etnofarmacologia
nos conduce a identificar el uso de los recursos naturales empleados en la medicina
tradicional y popular. Sin embargo; la definicibn mas reciente es la propuesta por
Andrade-Cetto y Henrich en 2011, la cual se basa en definiciones previas y se define
como “El estudio de los usos tradicionales de productos naturales biologicamente

activos con el objetivo de entender sus acciones terapéuticas’.

Cuando la etnofarmacologia y la quimica de productos naturales llevan al
descubrimiento de un nuevo principio activo, se intenta la sintesis total del nuevo
compuesto, cuya estructura es entonces objeto de modificaciones y de
simplificaciones para reconocer mediante procedimientos de ensayo y error, los
minimos requerimientos estructurales responsables de la actividad biolégica
observada (Galbis, 2004). Por lo tanto la importancia y el reconocimiento de esta
disciplina durante los ultimos afos ha generado Uutiles aportaciones a la

farmacopea actual.
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5. INVESTIGACION CON PLANTAS HIPOGLUCEMIANTES

La OMS estima que el 80% de la poblacion en paises en vias de desarrollo utiliza
medicina basada en la herbolaria como fuente primaria para tratar y controlar
diferentes enfermedades (OMS, 2014). Por lo tanto, hay una necesidad de hacer
una investigacion y desarrollo adecuado de estos productos que tienen una gran
importancia en la investigacion, la industria farmacéutica, los estudios preclinicos y

los estudios clinicos. (Tamayo, 2006).

La implementacion de terapias farmacoldgicas ya sea por via oral con la
administraciéon de hipoglucemiantes o por via intramuscular de insulina para el
control de la glucemia, debe involucrar también cambios en el estilo de vida, tales
como la dieta y el tipo de ejercicio. Sin embargo, el tratamiento de la diabetes tipo
2 se complica por varios factores inherentes al proceso de la enfermedad. Uno de
los principales factores es que gran numero de pacientes combina su tratamiento de
farmacos orales con plantas usadas de forma tradicional. Es por ello, que se ha
incrementado el interés de evaluar una variedad de extractos de plantas que han
sido utilizados durante siglos en la medicina tradicional para el tratamiento de la
diabetes. Las plantas medicinales son particularmente interesantes ya que no sélo
pueden ser empleadas como una alternativa que permita prevenir enfermedades
metabdlicas, sino que también sirven como una fuente importante de compuestos

que podrian tener un alto potencial como nuevos farmacos.

Varias especies vegetales han demostrado tener propiedades hipoglucemiantes,
esta cualidad ha generado un aumento del consumo de los remedios tradicionales
a base de plantas, de la exploracion y explotacién de la medicina alternativa y, de
la investigacién de sus propiedades usando para su estudio modelos animales o in

vitro como las células B pancreaticas.
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La informacion que aportan los usos y costumbres etnobotanicas, asi como la
investigacion cientifica con plantas medicinales apoyan su eficacia terapéutica, sin
embargo, debido a que en muchos casos aun se dosifican de manera empirica y
no se conoce completamente su margen de seguridad para el consumo humano o
sus posibles efectos adversos, es necesario efectuar pruebas clinicas autorizadas
por protocolos suscritos a nivel internacional para validar su efectividad como

compuesto, suplemento o farmaco util en el tratamiento de la enfermedad.

La DM es un sindrome con etiologias multiples, que requiere por lo tanto un abordaje
terapéutico que permita dilucidar los posibles mecanismos para la secrecion de
insulina o de su sefializacion, asi como inhibidores de la produccion de glucosa
enddgena que puedan controlar la glucemia circulante del paciente diabético. En
este contexto, la medicina herbolaria constituye una alternativa terapéutica viable
debido a la gran diversidad de metabolitos secundarios presentes en las plantas;
sin embargo, la investigacion sobre estas plantas medicinales mas alla de la
deteccion de la actividad biologica, debe llevarse a cabo con el objetivo de
estandarizar la adecuada dosificaciéon de los fitofarmacos y entonces si éstos

pueden ser usados de manera segura en la terapéutica clinica.

5.1 Plantas mexicanas hipoglucemiantes

Santillo (2001) reporta que la importancia de las plantas medicinales es cada vez
mayor en la actualidad, principalmente en paises en vias de desarrollo. Pakistan,
por ejemplo, es un pais donde se estima que un 80% de las personas dependen de
plantas medicinales para curarse, mientras que en China, pais que conserva el
bagaje cultural mas antiguo sobre el uso de plantas como remedios fitoterapéuticos,
se estima en un 40%. Sin embargo, paises con mayor desarrollo tecnolégico como
Estados Unidos y Japodn, reportan el uso de plantas medicinales para tratar
dolencias comunes, mas que el uso de medicinas de patente (OMS, 2014).
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El uso de plantas medicinales en amplios sectores de Meéxico, infiere la
permanencia de una practica cultural conservada del conocimiento tradicional al
momento de solucionar problemas de salud, como la Diabetes. Siendo
recomendadas para esta Ultima enfermedad las plantas denominadas

hipoglucemiantes (Aguilar et al. 1996).

Un ejemplo de plantas mexicanas hipoglucemiantes, es el estudio realizado con
Galega officinalis, planta que era utilizada en la edad media para tratar la
Diabetes, aunque aun no se sabia la fisiopatologia de esta enfermedad. De la
Galega officinalis se logré aislar “la galegina”, un compuesto precursor de la
Metformina, el cual es uno de los hipoglucemiante orales mas utilizados en la
actualidad (Hadden, 2005).

Dentro de los tratamientos tradicionales con plantas para la diabetes, existe una
rigueza oculta de los productos naturales potencialmente utiles para el control de
la diabetes. Sin embargo, con pocas plantas “hipoglucemiantes” se han realizado
estudios cientificos o0 médicos, a pesar de las recomendaciones de la Organizacion
Mundial de la Salud en 1980.

En México se tienen reportadas 306 especies con efecto hipoglucemiante
pertenecientes a 235 géneros y 93 familias; donde las que cuentan con mas reportes
son: Asteraceae (47 spp), Fabaceae (27 spp), Cactaceae (16 spp), Solanaceae y
Euphorbiaceae (10 spp) y Laminaceae (9 spp); pero esta cifra puede variar
debido a la falta de documentacion, registro y estudio de un gran numero de
especies (Andrade-Cetto et al. 2005).
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En un estudio por metaanalisis se reportan estudios en fase clinica Il para ocho
especies (Cecropia obtusifolia, Marrubium vulgare, Equisetum myriochaetum,
Acosmium panamense, Cucurbita ficifolia, Agarista mexicana, Brickellia
veronicaefolia y Parmentiera aculeata), las cuales estan en pruebas ya con vias de
entrar al esquema de fitomedicamentos con un perfil validado de actividad y
seguridad demostrada. (Andrade-Cetto et al. 2007b, Andrade-Cetto et al. 2001,
Herrera-Arellano et al, 2004, Nicasio et al. 2005 y Revilla-Monsalve et al, 2007).

5.2 Estudios preclinicos

Los estudios preclinicos son un conjunto de estudios para el desarrollo de un
medicamento que se efectuan in vitro o en animales de experimentacién y que se
disefian para obtener la informacién necesaria para decidir si se justifican estudios
mas amplios en seres humanos, sin exponerlos a riesgos injustificados (COFEPRIS,
2014.)

Aun cuando en los ultimos afos ha crecido la incorporacion de medicamentos
fitoterapéuticos en el mercado, existe escasa informacion acerca de la
farmacocinética, los efectos adversos, las interacciones, las contraindicaciones y
precauciones de los mismos. Bajo esta perspectiva, resulta dificil el analisis entre
el beneficio y el riesgo de la incorporacion de productos de origen vegetal, con

fines medicinales (Gorzalczany, 2007).

El estudio del uso tradicional de plantas medicinales en base a metodologias
etnofarmacoldgicas incluye ensayos bioldgicos de tipo experimental (estudios
preclinicos), permite aportar informacion, con bases cientificas, acerca de la
eficacia y seguridad de potenciales agentes terapéuticos obtenidos a partir de
plantas, por lo que la importancia de hacer estudios de este tipo, facilita comprobar
el posible efecto farmacoldgico en un sistema biolégico, siendo la base para poder

pasar a una fase clinica y posteriormente al desarrollo de un fitomedicamento.
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Dentro de las plantas utilizadas en México para tratar a la DM2 se reporta a
Cocolmecatl o sarsaparrilla blanca (Smilax moranensis), la cual en estudios
realizados en el laboratorio de Etnofarmacologia con los extractos acuoso y
etanol-agua de la raiz en un modelo neonato de ratas Wistar diabéticas (n5- STZ)
se observd que presentd efecto hipoglucemiante desde los 60 minutos sostenido
hasta los 180 minutos en una administracion aguda (Andrade-Cetto, 2011, Palapa,

S, 2013).

6. MODELOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION PARA DM2

Los modelos animales son ampliamente utilizados y son una de las principales
herramientas para comprobar la accion bioldégica en estudios con plantas, como
las hipoglucemiantes por ejemplo. Una gran desventaja del uso de modelos
animales para el estudio de este padecimiento es la complejidad de la
enfermedad, es por ello que hoy en dia no existe un modelo animal con todas las
caracteristicas que presenta la DM2 (hiperglucemia crénica y resistencia a la insulina
principalmente). Por lo que sélo se puede elegir un modelo que desarrolle algunas
de las alteraciones caracteristicas de la DM2 que permitan generar un cuadro
patolégico de la enfermedad muy similar al observado en los humanos (Eddouks,

2012).

Estos modelos animales se clasifican de acuerdo a su origen en:

1) Espontaneos o genéticamente 4) Inducidos quirargicamente.

derivados.
5) Knock-out.

2) Inducidos por medio de dieta. o _ _
6) Quimicamente inducidos.

3) Inducidos por hormonas.
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6.1 Modelo STZ-NA

El método para inducir DM en ratas a partir de una inyeccién de STZ fue descrito

por primera vez por el Dr. N. Rakieten et al en 1963.

El modelo de rata Wistar STZ-NA, esta basado en la administracion de
estreptozotocina (STZ), un antibi6tico utilizado en la quimioterapia del cancer, que
causa efectos citotdoxicos sobre las células B pancreaticas de los islotes de

Langerhans. Por lo tanto es un modelo de induccion quimica.

/ 2
NO

Aconitasa §
MIT ATP ‘

Alquilacion del ADN

XOD '
0,
4
H,0,
‘ v
OH- ONOO NO
' - - - = s
Dafio del ADN » poli-ADP-ribosilacion
NAD* § ATP§

Figura 6. Mecanismo de accién de la STZ en las células 3 pancreaticas en rata.
(MIT:Mitocondria; XOD: xantonoxidasa; Tomado de y editado de Szkudelski, 2001)
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La DM inducida por STZ provoca sintomas parecidos a los presentados en la
Diabetes Mellitus tipo 2 en roedores recién nacidos no predispuestos, mediante la
destruccidon de sus células B pancreaticas. Dado que las células B pancreaticas son
mas sensibles al efecto citotoxico de la STZ debido a la selectividad con el

glucotransportador GLUT?2.

La potente alquilacion que provoca la STZ, es considerada como la principal
causa de la citotoxicidad en las células B pancreaticas, sin embargo, el éxido nitrico
y las especies reactivas del oxigeno, de manera sinérgica, podrian contribuir a la

fragmentacion del DNA y los cambios causados por la STZ (Szkudelski, 2001).

El dafio del DNA causado por la STZ activa la poli-ADP-ribosilacion (Fig 6),
provocando el agotamiento de NAD+ celular y una disminucion de ATP (Heller et
al, 1994) lo que posteriormente provoca una inhibicién de las sintesis y secrecién

de insulina.

La hiperglucemia se induce al inyectar estreptozotocina (STZ) en dosis que
pueden variar de 55 a 65 mg/Kg peso de la rata via intraperitoneal o intravenosa.
Antes de la aplicacion de la STZ entre 10 a 15 minutos se aplica una dosis de
nicotinamida que puede variar de 100 a 230 mg/Kg, esto influye en la severidad del
dafio inducido a las células B pancreaticas y puede inducir una variante en los

niveles de glucemia de la rata (Szkudelski, 2012).
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7. Smilax moranensis
7.1 Taxonomia

Reino: Plantae

Division:  Magnoliophyta

Clase: Liliopsida
Orden Liliales
Familia: Liliaceae

Género: Smilax

Especie:  moranensis (Martens & Galeotti).

Sinénimos: Smilax desniflora A. DC; Smilax densiflora var. chrismarensis A. DC;
Smilax schffneriana A. DC; Smilax moranensis var. schaffneriana A. CD; Smilax

uruapensis Sessé & Moc; Smilax moranensis var. mexiae Killip & C.V. Morton.

Nombre(s) comun(es): Palo de vida, Sarsaparilla, Sierrita, Tipa tsirani
(Purépecha), Uarhokuaraku (Purépecha), Cocolmecan, Cocolmecatl,

Tecquammaitl, Taca (Meyer, 1934).

Esta planta es una enredadera lefiosa de la familia Liliaceae, endémica de México
con una distribucion desde Sonora hasta Chiapas (Téllez, 1996). (Fig 7). Es un
bejuco lefioso con rizoma tuberoso, ramas anguladas sin espinas y con presencia

de zarcillos.

Las hojas son de forma simple, alternadas, lanceoladas con un diametro de 6 a 12
cm, un apice agudo, un margen entero, base cordada y presencia de peciolo. La
inflorescencia es de tipo umbela axilar, con flores actinomorfas monoicas, con
ovario supero en las flores femeninas y con 6 estambres en las flores
masculinas. Los frutos son bayas globosas, de 5 a 10 mm de largo de color negro
cuando maduran (Adame, 2000). (Fig 8)
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Figura 7. Distribucién geografica de Smilax moranensis. (Tomada y editada de Encyclopedia of
life, 2014)

7.2 Estudios etnobotanicos

El uso tradicional de Cocolmecatl como se conoce comunmente en el sureste
mexicano, se ha documentado en la comunidad de Santos Reyes, Nopala en el
Estado de Oaxaca por el equipo de trabajo del laboratorio de Etnofarmacologia
de la Facultad de Ciencias UNAM, donde se reporta el uso de la raiz de esta planta
como hipoglucemiante, ademas de otras propiedades medicinales entre las que
destacan los usos como expectorante, diurético, depurativo y antiinflamatorio,
usando la raiz seca en decoccion (20 gr aprox. en 1 L de agua) y tomandola como
agua de tiempo. (Informacién proporcionada por los informantes y pobladores de
la comunidad).
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7.3 Estudios farmacolégicos

No se han realizado estudios sobre los compuestos presentes en esta especie, sin
embargo, Andrade-Cetto (2011) reporta que los principales constituyentes en

extractos acuosos y etanolicos de Smilax moranensis son flavonoides y alcaloides.

En estudios realizados con extractos acuosos de la raiz en ratas diabéticas
(n5- STZ), se observo un efecto hipoglucemiante en una dosis de 20 mg/kg con un
efecto después de 120 minutos, mientras que a una dosis de 200 mg/kg con un
efecto después de 60 min. Por otro lado, la administracion de extractos etandlicos
tienen un efecto hipoglucemiante después de 60 minutos para ambas dosis, y
fueron estadisticamente significativos (p<0.05) contra los grupos controles
diabéticos y con los controles positivos de farmacos (glibenclamida y metformina)
(Andrade-Cetto, 2011).
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R

C)

Figura 8. Smilax moranensis A) Plantula en Santos Reyes Nopala, Oaxaca (Tomada por el autor),
B) Ejemplar de herbario (Tomado de Tropicos.org. Missouri Botanical Garden), C) Planta adulta
con frutos inmaduros (Tomada de la BDMTM).
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Il. JUSTIFICACION

El incremento acelerado de pacientes que presentan DM2 aho con afo a nivel
mundial hace necesaria la busqueda de nuevas alternativas para el tratamiento
de esta enfermedad. La Secretaria de Salud (SS) estima en la Encuesta Nacional
de Salud y Nutricion 2012, que el 9.2% de la poblacién adulta padece diabetes tipo
2. Esto significa que en nuestro pais existen mas de diez millones de personas
enfermas. Por otro lado, debido a que Smilax moranensis presentdé un efecto
hipoglucemiante en un estudio agudo, es importante llevar a cabo un estudio crénico
y determinar si el extracto de la raiz de esta planta puede ser un auxiliar en el
tratamiento de DM2.
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lll. OBJETIVOS

GENERAL

+ Demostrar el efecto hipoglucemiante del extracto Et-Ag de la raiz de Smilax
moranensis con la administracion de forma crénica a ratas diabéticas STZ-
NA.

PARTICULARES

¢ Demostrar el efecto hipoglucemiante del extracto de la raiz de S. moranensis

en los niveles de glucosa sanguinea

¢ Analizar el efecto de la administracion cronica del extracto de la raiz de S.
moranensis sobre los niveles de hemoglobina glucosilada (HbA1c) y el perfil

lipidico (Tg, Col y HDL) con la administracion crénica.
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IV. HIPOTESIS

Ho. La administracion cronica del extracto Et-Ag de la raiz de S. moranensis no tiene
un efecto hipoglucemiante sobre los niveles de glucosa y la HbA1c en modelos de
rata STZ- NA.

Ha. La administracion cronica del extracto Et-Ag de de la raiz de S. moranensis tiene
un efecto hipoglucemiante sobre los niveles de glucosa y la HbA1c en modelos de
rata STZ- NA.

Ho. La administracion cronica del extracto Et-Ag de de la raiz de S. moranensis no
tiene un efecto en los niveles del perfil lipidico (Tg, Col y HDL) en modelos de rata
STZ-NA.

Ha. La administracion crénica del extracto Et-Ag de de la raiz de S. moranensis
tiene un efecto en los niveles del perfil lipidico (Tg, Col y HDL) en modelos de rata
STZ-NA.
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V. METODOLOGIA

1. Obtencion de los extractos

Los extractos se obtuvieron a partir de la raiz seca y molida de Smilax moranensis
con numero de colecta 214 del Dr. Adolfo Andrade-Cetto, en el municipio de
Nopala, Oaxaca el 26 de Febrero del 2011. Un ejemplar colectado fue depositado
en el herbario IMSS con colecta IMSS 15815, e identificado por el M. en C.

Ramiro Cruz Duran en el mismo ano de su colecta.

2. Elaboracion de extractos

En este estudio se realizé una extraccion Etanol-Agua (Et-Ag). Se utilizaron 250
mL de agua y 250 mL de etanol como solventes, y 20 g de la raiz seca y molida

de S. moranensis.

Se colocaron los 20 g de la raiz en un vaso de precipitados con los solventes y se
mantuvo en agitacion constante y a 37°C durante 4 hrs. Una vez enfriado, se filtro
con tierra de diatomeas. Posteriormente se colocé en el Rotavapor R-210
Advanced, marca BUCHI (Fig 9) durante 4 hrs para retirar el etanol y el restante se
colocdé en un cristalizador y se colocé a -40°C en el ultracongelador marca
REVCO. Por ultimo se colocé en una liofilizadora marca Labconco a -40 °C
durante 27 hrs para quitar el agua restante. El resultante se pes6 y se mantuvo en

refrigeracion de -4 °C.
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Figura 9. Extraccion del Etanol en el Rotavapor R-210 Advanced. (Tomada por el autor).
2.1 Calculo del DER (Drug extract ratio)

El célculo del DER es un criterio importante para poder determinar una
preparacion herbal, éste hace referencia a la relacion entre la masa del material
herbal inicial (Droga herbal) y la masa del extracto resultante (preparacién herbal).
Sin embargo, la cantidad de masa resultante depende del solvente de extraccion,
del procedimiento y del aparato a utilizados durante la extraccion (Medina, 2012).

El calculo del DER se realiza a partir de la siguiente férmula:

DER = Droga herbal (q) = X:1
Preparacién herbal (g)
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3. Modelo Diabético STZ-NA

Para obtener un modelo mas parecido a los parametros bioquimicos de la DM2, se

empleo la técnica de Massiello (1998).

El modelo diabético se desarroll6 en ratas Wistar de ambos sexos de 6 semanas
de nacidas con un rango de peso entre 200-250 g. A cada rata se le administré  via
intraperitoneal (i.p.) una solucion de nicotinamida (NA) resuspendida en solucion
salina marca PISA® a una dosis ajustada de 150 mg/Kg/peso. Después de
transcurridos 15 minutos se inyecté via intravenosa (i.v.) en una de las venas
caudales de la cola, una solucion de 65 mg/kg de estreptozotocina (STZ, SIGMA,
Chemical Co, St. Louis, MO, USA) reconstituida en solucién de buffer de citratos a
pH 4.5. Transcurridas setenta y dos horas después de la administracion de la STZ,
se cuantificd la concentracion de glucosa circulante en una gota de sangre
(aproximadamente 10 yL) extraida de la punta de la cola que fue colocada en una
tira reactiva para glucometro Accutrend. Aquellos animales inducidos que
presentaron niveles = a 180 mg/dL de glucosa fueron considerados diabéticos y se

incluyeron en los grupos experimentales.

A partir de la formacion de los grupos experimentales se monitorearon cada
semana: glucosa; cada 15 dias: el perfil lipidico y la HbA1c durante el estudio

cronico.

3.1 Estudio cronico

En un estudio subcrénico o crénico segun sea el caso, se lleva a cabo
la exposicién de dosis repetidas en un periodo de tiempo. El objetivo es obtener los
posibles efectos adversos que ocurren como resultado de una dosis diaria repetida
de una sustancia quimica, o exposicion a una sustancia quimica durante parte del
ciclo de vida de un organismo (generalmente no excede el 30%). Con
animales experimentales, el periodo de exposicion puede variar de unos pocos dias
a seis meses (COFEPRIS, 2014).
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El presente estudio se llevd a cabo durante 42 dias para corroborar el efecto
cronico de la administracion de un extracto de etanol-agua (Et-Ag) de la raiz se
Smilax moranensis, asimismo, se comparo la eficacia de un farmaco conocido,

glibenclamida (control positivo), para este biomodelo en un estudio crénico.

4. Grupos experimentales

Se emplearon 20 ratas (Rattus novergicus) Wistar de ambos sexos, de 2 meses
de edad con un peso promedio de 200 g. Todos los animales fueron alimentados ad
libitum y se mantuvieron en un ciclo de luz-oscuridad de 12/12 y a una temperatura
promedio de 25 °C en el Bioterio de la Facultad de Ciencias, UNAM y de acuerdo a
la NOM-060-ZO0-1999.

Se formaron 4 grupos con cinco ratas (sexo indistinto) cada uno (Tres controles
y uno experimental). Los tratamientos se administraron via oral por medio de una
canula gastroesofagica en dos dosis uUnicas, una en la mafana (8:00 hrs) y otra
en la tarde (18:00 hrs).

A las ratas no diabéticas y diabéticas se les administré solucion fisiolégica salina
al 9%, mientras que las ratas con tratamiento de glibenclamida y con el extracto Et-
Ag de la raiz de Smilax moranensis (grupo experimental), tanto el farmaco como el

extracto se resuspendié en solucion salina al 9% para ser administrados. (Cuadro 2)
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Cuadro 2. Disefio Experimental

Grupos Tratamientos
Control no diabético (CND) 1.5 mL de solucidn fisiolégica
Control diabético (CD) 1.5 mL de solucion fisiolégica
Control diabético + Glibenclamida 5 mg / Kg de Glibenclamida
(D +G)

i +
Grupo Experimental + extracto 80 mg/Kg de extracto etanol-agua de

etanol-agua de S.moranensis
(EG + S.m)

S. moranensis

5. Parametros de bioquimica sanguinea
a) Glucosa

Para la evaluacion semanal de glucosa se usaron glucémetros marca Accutrend®

Plus, colocando una gota de sangre en cada tira reactiva (Fig 10).
b) Perfil lipidico: Tg, Col, HDL

Para medir los Triglicéridos, el Colesterol y las HDL de forma quincenal se empled
un fotdmetro de laboratorio portatil marca CardioChek™, colocando una muestra

de sangre de 15 pL.
c) HbA1c

Para determinar HbA1c, también quincenalmente, se utilizd un medidor de
hemoglobina glucosilada DCA 2000+ marca Bayer. Todas las muestras de sangre
se obtuvieron a partir de un corte de la punta de la cola de cada rata sin uso de

anestesia.
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Figura 10. Glucémetro marca Accutrend® Plus (Tomado de Roche.com)

5.1 Dosis de Glibenclamida

De acuerdo a la Asociacion Latinoamericana de Diabetes (ALAD), 5 mg/Kg de
Glibenclamida (marca ROCHE) es la dosis minima que necesita un paciente para
tener efecto hipoglucemiante y regular sus niveles de glucemia en sangre. Las
pruebas realizadas en estudios previos en el Laboratorio de Etnofarmacologia de
la Facultad de Ciencias bajo la direccion del Dr. Adolfo Andrade-.Cetto, comprueban
que la dosis de 5 mg/kg es eficiente para ver un efecto hipoglucemiante en ratas
desde la primera hora de administracion como farmaco control positivo (Andrade-
Cetto, 2011).
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5.2 Dosis de la planta

En un estudio agudo Andrade-Cetto (2011) utilizé la dosis de 80 mg/Kg de extracto
etanol-agua de la raiz de S. moranensis, encontrando efecto hipoglucemiante a
partir del minuto 60 mantenido hasta el minuto 180 después de la administracion
del extracto. Basados en ese antecedente se decidié administrar la misma dosis

para el efecto cronico y ver si se presentaban o no efectos posteriormente.

6. Analisis estadistico

Para el analisis de datos se realizd una prueba de ANOVA partiendo del supuesto
de poblaciones distribuidas normalmente con varianza igual y desconocida, y
observaciones independientes. También se realiz6 una prueba de Dunnet para
verificar la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre los
controles y el tratamiento, asi como una prueba de Tukey para determinar las
diferencias entre los grupos respecto a su TO. Las pruebas se realizaron en XLSTAT

2014, tomando como resultados significativos aquellos con una p < 0.05.
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VI. RESULTADOS
1. Calculo del DER

La droga herbal fue de 20 g, mientras que la preparacién herbal fue de 2.95 g. De

acuerdo a esto aplicando la férmula para el calculo del DER obtuve lo siguiente:

DER=  Droga herbal (g) = 20 = 6.77=T7A1
Preparacién herbal (g) 2.95

Por lo tanto, se necesitan alrededor de 7 partes de la planta molida para obtener

una parte de la preparaciéon herbal.
2. Pruebas farmacolégicas
Glucosa

Los niveles de glucosa sanguinea con los tratamientos se resumen en el cuadro 2.
Se indican los valores que son estadisticamente significativos contra el grupo
diabético y contra el TO de su propio grupo con una diferencia significativa de

p=<0.05. De acuerdo con los datos obtenidos en la tabla 1:

Tabla 1. Valores medios de glucosa plasmatica

Grupos Glucosa sanguinea (mg/dL)
TO T7 T14 T21 T28 T35
CND 124 + 3ab 129 £ 22b 124 + 2ab 127 + 2ab 125 £ 3ab 118 £ 42b 131 £ 2ab
CD 1746+ 5 171+ 2 1712+ 5P 153.8+3 168 + 4P 162 + 3b 1684 +4
CD+G 179.6 £ 2 128.6 + 312 147.8+5 132.2+41a 1496+5 133.6+5" 152.8+5

GE +S.m. 190.8+4 146.6+5'@ 136.6%3' 140.8+3" 123.6 £4'7 1352+3"'@ 146.8 + 3"

n = 5. Los valores representan la media * error estandar. 1. Significativo contra el TO de su propio grupo.

a. significativo contra el CD, b. Significativo CD contra CND. (p < 0.05).
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Grupo CD. Los valores de glucosa sanguinea presentan una diferencia
estadisticamente significativa contra el grupo CND durante todo el desarrollo del
experimento y no presenta diferencia entre todos los tiempos con respecto al
TO.

Grupo CD + G. Los valores de glucosa sanguinea presentan una diferencia
estadisticamente significativa en el T7, T21 y T35 respecto a su TO y en todos

los tiempos con respecto al grupo CD.

Grupo GE + S.m. Los valores de glucosa sanguinea presentan diferencia
estadisticamente significativa contra el grupo CD a partir del T7 y hasta el T35
ydel T7 al T42 respecto a su TO. No hay diferencia significativa respecto al grupo
CD+G.

Los resultados de glucosa se presentan en la figura 11, en la cual se observa el
efecto inmediato de la glibenclamida a partir de la primera semana respecto al
CND, sin embargo el resto del tiempo presenté variaciones. En el caso del grupo
experimental también se puede observar un efecto hipoglucemiante a partir de la
primera semana de tratamiento y con menos variaciones que el farmaco, pero al

final del tratamiento se observa un aumento en la gluecemia.
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Figura 11. Grafica con las curvas de glucosa en sangre de los diferentes tratamientos. *Diferencia
significativa vs CND p<0.05.
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Hemoglobina glucosilada

Los niveles de hemoglobina glucosilada (HbA1c) en sangre evaluada para los
distintos tratamientos se concentran en la tabla 2. Se indican los valores que son
estadisticamente significativos contra el grupo diabético y contra el TO de su

propio grupo a una p<0.05.

Tabla 2. Valores medios de Hemoglobina gluucosilada (Hb1Ac)

Grupos Hemoglobina glucosilada (%)
T0 T14 T28 T42
CND 3.6 £0.07 3.6 £0.07 3.5+0.09 3.6 £0.11
cD 3.7 £0.07 4.1+£0.07 4.2 +0.09 4.3+0.10
CD+G 3.8+0.05 4.2 +0.09 3.9+0.13 3.9 1£0.20°
GE +S.m. 3.4+0.05 3.76 £ 0.16" 3.64 £ 0.25% 3.96 £ 0.25'

n = 5. Los valores representan la media + error estandar. 1. Significativo contra el TO de su propio

grupo. a. significativo contra el CD (p < 0.05).

En la figura 12 se observa una clara diferencia entre el grupo CND y CD, debido
a que este ultimo presenta un incremento a partir de la segunda semana y
manteniéndose hasta el final del estudio. El control positivo (CD+G) presentd
diferencia significativa hasta el ultimo tiempo respecto al control diabético, pero
como se ve puede ver en la tabla 2, el farmaco a partir de la segunda semana impide
un aumento en los niveles de hemoglobina manteniéndolos controlados. Por otro
lado el grupo experimental (GE+Sm) solo presentd diferencia significativa con el CD
en el tiempo 28, pero presenta una diferencia significativa contra tu TO a partir del
T14 y hasta el T42, sin embargo, también se puede observar un mantenimiento de
los niveles de Hb1Ac en los T14 y T28 y un aumento en el ultimo tiempo con un

valor muy similar al del ultimo tiempo del CD+G.
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Figura 12. Grafica con los valores de la media * error estandar del porcentaje de HbA1c. *Diferencia
significativa vs CD p<0.05.

Triglicéridos

Tabla 3. Valores medios de triglicéridos

TO T14 T28 T42
CND 71+ 4 7915 66 +3 68 +12
CcDh 53.7+4 774 119.2 + 2 1134+ 4’
CD+G 69 +4 89 +4 100 + 16 115+4
GE +S.m. 79.6+5 76.2+13 62.4 + 182 74.4 £ 102

n = 5. Los valores representan la media * error estandar. 1. Significativo contra el TO de su propio

grupo. a. significativo contra el CD (p < 0.05).
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De acuerdo con los datos obtenidos en la Tabla 3:

= Grupo CND. Los niveles de Tg en este grupo se mantuvieron por debajo de los
niveles del CD a partir del T28 debido a que el TO del grupo CD fue muy abajo
respecto al CND.

e Grupo CD. Los niveles de Tg son estadisticamente significativos con el T28 y
T42 respecto a su TO y en le figura 13 se puede observar un aumento a partir del

T14, siendo el grupo que presento los niveles mas elevados en el T28.

e Grupo CD + G. Los niveles de Tg son estadisticamente significativo contra
su TO en los tiempos T28 y T42 y en el T28 con el grupo CD. Al igual que el grupo
CD presenta un aumento considerable a partir del T14. De acuerdo a la figura 13
se puede observar que el farmaco no es capaz de regular los niveles de Tg en la
sangre plasmatica de las ratas.

e Grupo GE + S.m. Los niveles de Tg son estadisticamente significativos en el

T28 y T42 contra el grupo CD. Se puede observar claramente en la figura 13 que
los niveles de Tg en éste grupo siempre se mantuvieron por debajo del grupo CD y
CD+G a partir del T14 y a partir del analisis estadistico se comprueba que no hay
diferencias significativas entre el mismo grupo respecto a su TO por lo que el extracto

Et-Ag de la raiz de S. moranensis fue el responsable de que no hubiera un aumento.
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Figura 13. Grafica con los valores de la media + error estandar de los valores de Tg. *Diferencia
significativa vs CD p<0.05.
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Colesterol HDL

Los niveles de Colesterol HDL en sangre con los tratamientos se encuentran en la tabla
4, se indican los valores que son estadisticamente significativos contra el grupo

diabético y contra el TO de su propio grupo a una p<0.05.

Tabla 4. Valore medios de colesterol HDL

Grupos HDL (mg/dL)
T0 T14 T28 T42
CND 335 301 38+6 28 £1
cD 285 3312 33+5 31 +£1
CD+G 47 +5 3712 435 43 +1
GE +S.m. 27 +4 40.4 + 21 39 = 5° 39+ 17

n = 5. Los valores representan la media + error estandar. 1. Significativo contra el TO de su propio

grupo. a. significativo contra el CD (p < 0.05).

De acuerdo con los datos presentados en la Tabla 4:

= Grupo CND. Los niveles de colesterol HDL en éste grupo no presento diferencia

significativa entre sus tiempos respecto a su T0.

e Grupo CD. En este caso los niveles de colesterol HDL tampoco son

estadisticamente significativos respecto a su TO y con respecto al resto de los grupos.

e Grupo CD + G. Los niveles de colesterol HDL en éste grupo tampoco son
estadisticamente significativos respecto a su TO y en contra a los demas grupos.
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e Grupo GE + S.m. Los niveles de HDL son estadisticamente significativos para

T14, T28 y T42 respecto a su TO pero no contra el resto de los grupos. Sin embargo el

analisis estadistico demuestra que el extracto de la raiz de S. moranensis es capaz de

aumentar los niveles de HDL en la sangre plasmatica de las ratas.
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Figura 14. Grafica de los valores de la media + error estandar de los valores de HDL.
*Diferencia significativa vs CND p < 0.05.

Colesterol

Los niveles de colesterol no presentaron ningun cambio durante el tratamiento,
todos los valores fueron <100, por lo que no se realizd ninguna prueba estadistica y

tampoco se graficaron lo resultados obtenidos.
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VII. DISCUSION

La medicina tradicional mexicana ha cambiado a través del curso de los siglos,
interactuando con otros modelos terapéuticos para conformar lo que llamamos el
‘sistema real de salud” de millones de mexicanos del siglo XXI. Asociada
fuertemente a las plantas medicinales debido a que es el recurso mas abundante,
accesible y conocido del mundo (BDMTM, 2014). El uso de plantas medicinales
usadas para el tratamiento de diabetes tiene gran auge en nuestro pais segun
reporta Andrade-Cetto y Heinrich (2005), destacando asi la importancia de
estudios para validar su efecto hipoglucemiante y con ello el posible
descubrimiento de nuevos principios activos para el tratamiento de este

padecimiento.

La finalidad de este estudio, fue analizar el efecto hipoglucemiante de la raiz
Smilax moranensis administrada en forma crénica, sobre los niveles de glucosa
sanguinea, HbAc1 y el perfil lipidico (Tg, Colesterol y HDL), utilizando el modelo
STZ-NA que es adecuado de acuerdo a los niveles de glucemia estandarizados para

ratas Wistar.

Hoy en dia no contamos con un modelo animal que desarrolle todas las
caracteristicas de la DM2, sin embargo, el modelo STZ-NA garantiza que al
tercer dia de la administracion la rata presente una hiperglucemia muy similar a la
de la DM2, logrando valores de hiperglucemia mayores a 200 mg/dL (Lopez-
Salcido, 2002), sin embargo, en este trabajo se observa en el cuadro 2 que los
valores de glucosa fueron mayores a 170 mg/dL considerando estos niveles
adecuados de acuerdo a los valores indicados por Harlan™ para ratas cepa
Wistar.

El modelo STZ-NA presenta una respuesta favorable a hipoglucemiantes orales
como giblenclamida y metformina, de acuerdo a los resultados obtenidos en

diferentes estudios realizados por el laboratorio de Etnofarmacologia de la Facultad
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de Ciencias, UNAM. Los cuales fueron comprobados durante el tratamiento crénico

con Glibenclamida.

Algunos de los cambios vasculares en los modelos de DMT2 se han atribuido a
elevaciones en la glucosa sanguinea, HDL, LDL, colesterol, triglicéridos y
radicales libres (Masiello 1990), por lo que un control adecuado de los niveles de
glucosa sanguinea contribuye a mantener niveles normales de los perfiles
lipidicos, que como se observa en los resultados obtenidos de este trabajo
(Figuras 11-14), el efecto regulatorio de los niveles de glucosa Yy el perfil lipidico fue
mantenido por la administracion del extracto etanol-agua de la raiz de S.

moranensis.

Como se puede ver en latabla 1, la glibenclamida si tuvo diferencia significativa
al final del tratamiento respecto a su TO y con respecto al grupo CD, quedando
demostrado su efecto hipoglucemiante para el modelo STZ-NA, debido a que la
glibenclamida tiene un efecto secretor de insulina en el pancreas, por lo tanto
provoco un aumento en la secrecion de insulina de las células B pancreaticas en
el torrente sanguineo delos animales utilizados, bajando sus niveles de glucemia
(Velasco, 2002).

En el caso del efecto del extracto de la raiz de S. moranensis (Tabla 1), a partir del
dia 7 y hasta transcurridos los 42 dias, la planta fue capaz de mantener regulados
los niveles de glucosa sanguinea, manteniendo niveles de glucemia por debajo de
los obtenidos en el grupo CD y CD+G durante todo el tratamiento, siendo

también estadisticamente significativos a partir del T7 (Figura 11).

Por ultimo, para los resultados obtenidos en el perfil lipidico que se midieron en este
estudio fue posible determinar que en el caso de los Tg en el grupo CD a partir
del T28 los niveles empiezan a incrementarse; sin embargo el farmaco control

no tuvo ningun efecto sobre los niveles de Tg, por otro lado, el extracto de la planta
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tuvo un efecto regulatorio a partir del T14 respecto al grupo CD, por lo que el
extracto Et-Ag de la raiz de la planta es capaz de mantener los niveles de Tg por
debajo de los niveles del grupo CD, los cuales se fueron incrementando durante el
tratamiento. Sin embargo, estos valores elevados podrian indicar que hubo una
poca secrecion de insulina, favoreciendo una dislipidemia y por tanto una
hipertrigliciridemia que no fueron controlados con un farmaco secretagogo de

insulina.

En el caso del colesterol y de las HDL no se observaron diferencia significativa,
para los niveles de colesterol no fue posible evaluar nada debido a que todos los
valores fueron <100 mg/dL. Por otro lado, el colesterol HDL tampoco presenté
cambios, se esperaria que los valores aumentaran debido a que las HDL aumentan
a partir de un buen control de la glucemia en pacientes con DM2. EI colesterol
HDL ayuda a remover depdsitos aterogénicos que se forman en la luz de los vasos
sanguineos y no permiten que éstos se bloqueen, por lo tanto mantener alto el nivel
de éste, protege el corazon de los pacientes diabéticos que tienen alto riesgo de

complicaciones cardiovasculares (ALAD, 2014).

Sin embargo, se puede observar una tendencia de incremento en los niveles de HDL
a pesar de que los resultados no fueron significativos, (Figura 14) por lo tanto es
necesario la realizacion de nuevos estudios para la busqueda de los compuestos
quimicos responsables de que el extracto de la raiz de la planta tenga estos

efectos regulatorios de la glucosa plasmatica, HbA1c, triglicéridos y colesterol HDL.
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VIIl. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir:

» El modelo STZ-NA es un modelo adecuado para estudios crénicos ya que

mantiene los niveles de hiperglucemia por largos periodos en ratas.

» La administracidn crénica por via oral del extracto etanol-agua de la raiz de
S. moranensis a una dosis de 80 mg/dL presento un efecto hipoglucemiante
en ratas STZ-NA, a partir del T7 con valores estadisticamente significativos
hasta el T42.

» La administracion cronica por via oral del extracto etanol-agua de la raiz de
S. moranensis a una dosis de 80 mg/dL mantiene regulados el porcentaje de

HbA1c en sangre a partir del T28 respecto al grupo CD en ratas STZ-NA.

» La administracion cronica por via oral del extracto etanol-agua de la raiz de
S. moranensis a una dosis de 80 mg/dL mantiene regulados los niveles de

Tg a partir del T28 con respecto al grupo CD en ratas STZ-NA.

» La administracion cronica por via oral del extracto etanol-agua de la raiz de
S. moranensis a una dosis de 80 mg/dL no presenté diferencias
estadisticamente significativos con respecto al grupo CD en colesterol HDL

y colesterol total.
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