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RESUMEN

La medicina tradicional, tiene muchos beneficios hacia la cultura y la sociedad, ademas
de ser fuente de productos naturales y compuestos con importantes aplicaciones
quimicas, biologicas e industriales. Estos compuestos representan una fuente para la
generacion de medicamentos Utiles contra varias enfermedades como es la diabetes
mellitus (DM). Los tratamientos actuales no son totalmente eficientes y/o eficaces a
largo plazo para disminuir la patogénesis o evitar la progresion de la enfermedad.
Ademas, los medicamentos involucrados inducen efectos adversos con distintos

grados de severidad a corto y largo plazo.

En México se han reportado una gran cantidad de plantas que poseen una cierta
actividad antidiabética, entre las que se encuentran algunas especies del género
Struthanthus, las cuales son plantas hemiparasitas mejor conocidas como
“muérdagos”. En la region Huasteca del estado de San Luis Potosi en México, una
especie de planta denominada coloquialmente como “secapalo” es utilizada por
meédicos tradicionales para tratar la diabetes. Este género cuenta con pocos estudios

reportados sobre sus componentes fitoquimicos y la actividad bioldgica.

En este trabajo se evalud la actividad antidiabética in vitro e in vivo de los extractos
acuosos de S. quercicola recolectada de dos hospederos diferentes, Guazuma
ulmifolia y Citrus sp. Ademas, se identificaron varios metabolitos secundarios con
actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa. El estudio in vitro presenté un efecto
dependiente del hospedero siendo mejor el extracto recolectado de Citrus sp. El
estudio in vivo mostré un efecto no dependiente del hospedero en el agudo, y
dependiente de hospedero en el subcrénico indicando que los metabolitos presentes
en los extractos presentan diferentes mecanismo de actividad antidiabética. Ademas,
la administracion del extracto por 20 semanas no tuvo efecto hepatotoxico. Lo que
proporciona soporte cientifico al uso medicinal de S. quercicola para el tratamiento

alternativo de la diabetes.

Palabras clave: Struthanthus, a-glucosidasa, diabetes, flavonoides, hepatoprotector.



ABSTRACT

Traditional medicine has many benefits for culture and society, besides being a source
of natural products and compounds with important chemical, biological and industrial
applications. These compounds represent a source for generating valuable drugs
against various diseases such as diabetes mellitus (DM). Current treatments are not
fully efficient and/or effective in the long term in reducing the pathogenesis or
preventing disease progression. In addition, the drugs involved induce adverse effects

with varying severity in the short and long term.

Many plants in Mexico have been reported with antidiabetic activity, some from the
genus Struthanthus. These plants are hemiparasitic, and they are known as
"mistletoes.” In the Huasteca region of the state of San Luis Potosi in Mexico, a plant
colloquially known as "secapalo” is used by traditional doctors to treat diabetes. This
genus has few reported studies on its phytochemical components and biological

activity.

In this work, the in vitro and in vivo antidiabetic activity of aqueous extracts of S.
quercicola collected from two hosts, Guazuma ulmifolia and Citrus sp, were done. And
secondary metabolites with inhibitory activity of the enzyme a-glucosidase were
identified. The in vitro study presented a host-dependent effect, where the extract
collected from Citrus sp. showed better activity. The in vivo studies showed a not host-
dependent effect in the acute analysis and a host-dependent effect in the subchronic,
indicating that the metabolites present in the extracts present different mechanisms of
antidiabetic activity. In addition, the administration of the extract for 20 weeks had no
hepatotoxic effect. These results support the medicinal use of S. quercicola for the
alternative treatment of diabetes.

Keywords: Struthanthus, a-glucosidase, diabetes, flavonoids, hepatoprotective.
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1. INTRODUCCION

1.1 Diabetes mellitus

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define la Diabetes Mellitus (DM) como un
desorden metabdlico caracterizado por hiperglicemia cronica debido a alteraciones en
el metabolismo de los hidratos de carbono, las grasas y las proteinas derivado de
defectos en la secrecion de insulina, en su accion, o en ambas. A largo plazo este
desorden dafia los tejidos del cuerpo, lo cual puede conducir a una discapacidad y a

complicaciones de salud mortales (Yara S. Beyh, 2021).
1.2 Clasificacién

En la actualidad la clasificacién de la DM se basa en la etiologia de la enfermedad,
tomandose en cuenta la alteracion de las células 8 como defecto primario y se
reconoce la intervencion de la genética. EI Cuadro 1 presenta la clasificacién aceptada
por la Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-2010 “para la prevencién, tratamiento
y control de la diabetes mellitus en el territorio mexicano”(NOM-015-SSA2-2010,
2010).

1.3 Epidemiologia

La DM es una condicion crénica que es asociada con una serie de complicaciones que
aumentan el riesgo de muerte prematura a nivel mundial. En 10 afios la prevalencia
de la diabetes ha aumentado en un 62 % en personas entre 20-79 afios, dado que en
el 2009 la cantidad de personas con diabetes fue de 285 millones y en 2019 se
registraron 464 millones (9.3 %) (Saeedi et al., 2019), para el 2021 se estimd una
prevalencia de 10.5% (536.6 M de personas) y para el 2045 un 12.2% (783.2 M)(Hong
Sun, 2022). La Diabetes Mellitus tipo Il (DMTII) es la mas recurrente (90 % de los
casos) y se estima que la mitad de las personas con esta enfermedad no saben que
la padecen (Zheng, Ley, & Hu, 2018).



Cuadro 1. Clasificacion de la diabetes con base en su etiologia
(NOM-015-SSA2-2010, 2010).

Tipo de diabetes mellitus

Etiologia

Tipo | (DMTI)

Mediada inmunitariamente e idiopatica

Tipo Il (DMTII)

Defectos en la secrecion de insulina por el pancreas

Defectos en la captacion de insulina por las células.

Defectos genéticos en la funcién
de las células beta, que

comprende varias entidades.

Cromosoma 12, HNF-1 alfa (antes MODY 3).

Cromosoma 7, glucocinasa (antes MODY 2).

Cromosoma 20, HNF-4 alfa (antes MODY 1).
Mutaciones puntiformes del DNA mitocondrial asociado a

sordera.

Defectos genéticos en la accion
de la insulina

Resistencia a la insulina tipo A, leprecaunismo., sindrome

Rabson-Mendenhall, diabetes lipoatrofica

Enfermedades del pancreas

exocrino.

Pancreatitis, trauma/pancreatectomia, neoplasia, fibrosis

quistica, hemocromatosis, pancreatopatia fibrocalculosa.

Endocrinopatias

Acromegalia, sindrome de Cushing, glucagonoma,

feocromocitoma e hipertiroidismo.

Diabetes inducida quimicamente o

por drogas.

Vacor, pentamidina, acido nicotinico, glucocorticoides.
hormonas tiroideas, diazéxido, agonistas beta-adrenérgicos y

tiazidas.

Infecciones

Rubéola congénita y citomegalovirus.

Diabetes poco comun mediada

inmunitariamente.

Sindrome de "stiff-man" y anticuerpos contra el receptor de

insulina.

Diabetes gestacional

El cuerpo de la madre no puede producir la insulina adicional

gque necesita durante el embarazo.

En el 2016 la enfermedad DMTII fue declarada emergencia epidemiolégica en México,
ocupando el segundo lugar como causa de muerte entre los mexicanos y nimero uno
en disminucion de la calidad de vida (Basto-Abreu et al., 2020). México es el sexto pais

con mayor prevalencia de DM en el mundo con 12.8 millones de afectados (Saeedi et

al., 2019).



1.4 Fisiopatologia, patogénesis y diagnostico de Diabetes Mellitus Tipo Il

La ingestion de alimentos y su posterior absorcion por el organismo desencadena una
serie de mecanismos de homeostasis, entre los que se encuentra la regulacion de la
tolerancia a glucosa a través de vias de sefalizacion extracelulares. La hormona mas
conocida que lleva a cabo la accion de disminuir la concentracion de glucosa
sanguinea es la insulina. Este proceso comienza con la via de sefalizacion de
moléculas que funcionan como mensajeros y participan en la homeostasia de la
glucemia, regulando la secrecion de insulina y glucagdén de manera dependiente de la
glucosa. Estas son denominadas incretinas y son dos las principales: la hormona
polipéptido insulinotrépico dependiente de glucosa (GIP, gastric inhibitory polypeptide)
que aumenta la produccion de insulina en las células B del pancreas, y el péptido
relacionado al glucagon tipo 1 (GLP-1, glucagdn like peptide-1) que es una hormona
gue actla sobre las células a del pancreas para aumentar la glucemia. Cuando los
polimeros de glucosa son ingeridos y despolimerizados por la accion de las enzimas
intestinales, los mondmeros son llevados hacia el torrente sanguineo por
transportadores especializados (transportador de glucosa dependientes de sodio
SGLT vy proteinas facilitadoras del transporte de glucosa GLUT, por sus siglas en
inglés), activando diversos procesos como almacenamiento de glucosa, utilizacion
para los procesos anabolicos de las células en los tejidos, y secrecion de GIP y
GLP-1 (Sangwung, Petersen, Shulman, & Knowles, 2020).

Las células 8 segregan insulina cuando su membrana es despolarizada por el aumento
de ATP obtenido por el metabolismo de los carbohidratos (glucosa y fructosa), los
cuales ingresan al citosol a través del transportador de glucosa (GLUT). La
participacion del GLUT en la secrecion de insulina permite la regulacion de la cantidad
de insulina liberada, dado que solo permite el transporte de carbohidratos cuando la
concentracion plasmatica alcanza el umbral de afinidad con su sustrato. GLUT 2 es
expresado en el higado, rifidn, células B del pancreas y en la membrana basolateral
de las células epiteliales del intestino delgado y GLUT 4 en los miocitos y hepatocitos

(Antonioli, Blandizzi, Csoka, Pacher, & Hasko, 2015). Cuando la glucosa esta en



concentraciones elevadas, el higado y el masculo esquelético almacenan glucosa a
través de la sintesis de glucogeno por medio del proceso conocido como glucogeénesis,
y es ajustado por: gluconeogénesis, glucogendlisis y glucdlisis, los cuales son
regulados por la insulina, la concentracién de glucosa sanguinea y las hormonas antes

mencionadas (Mendes, Koetzner, & Chen, 2018).

Los pacientes con uno o varios factores de riesgo (obesidad, sedentarismo,
predisposicion genética, etc.) presentan un estado inicial de resistencia a la insulina
que contribuye al aumento de la produccion de glucosa hepatica y disminuye su
utilizacién en sus 6rganos blanco, forzando al organismo a regular su tolerancia a la
glucosa aumentando la secrecion de insulina. La hiperinsulinemia causa atrofia del
pancreas por la disfuncién en las células By el deterioro de la via de accién de las
incretinas, por lo que se reduce la liberacion de insulina evidenciando la fisiopatologia

de la enfermedad (Dong et al., 2019).

Se ha demostrado que la resistencia a la insulina, en el masculo esquelético y en el
higado, es el resultado de un defecto en el transportador de glucosa dependiente de
insulina (GLUT 4); esta disminucién en la cascada de sefializacion de insulina es
causada por el aumento de acil-CoA y diacilglicerol derivado de un desperfecto en el
tejido adiposo (Virally et al., 2007).

Por lo tanto, la patogénesis de la DMTII y su progresién son el resultado de varios
factores entre los que se encuentran la generacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés), factores epigenéticos y la activacién de varias rutas
mediadas por citosinas proinflamatorias sintetizadas como respuesta al estrés
oxidativo (Akash, Rehman, & Liagat, 2018). Los mediadores proinflamatorios como el
factor de necrosis tumoral a (TNFa), la interleucina 6 (IL-6) y la adiponectina resistina
causan inhibicion de la estimulacion del transporte de glucosa dependiente de insulina
en sus organos blanco (Samuel & Shulman, 2016). Se ha reportado que uno de los
posibles fallos en la regulacion en el tejido adiposo puede ser causado por defectos en
la via de sefalizacion de los receptores de adenosina (ATP, ADP o AMPc); estas

moléculas de sefalizacion extracelular aumentan su concentracion en situaciones de



estrés metabdlico como es la presencia de ROS e inflamacion y regulan la
homeostasis de las células B controlando su proliferacibn y regeneracion en
microambientes de estrés, por lo que esta via de regulacion mediada por adenosina
ha demostrado tener un rol importante en la homedstasis de la glucosa, en el

mecanismo fisiopatoldgico y la progresion de la enfermedad (Halim & Halim, 2019).

En la actualidad se conoce que las personas con factores de riesgo para desarrollar
DMTII presentan un estado temprano de la enfermedad denominado prediabetes, que
es caracterizado por concentraciones de glucosa sanguinea mayores a la normal pero
menores a la establecida para DMTII. Se diagnostica prediabetes cuando la glucosa
en ayuno es igual o mayor a 100 mg/dl y menor o igual de 125 mg/dl (glucosa anormal
en ayuno, GAA) y/o cuando la glucosa post-carga oral (dos horas) de 75 g de glucosa
anhidra es igual o mayor a 140 mg/dl y menor o igual de 199 mg/d! (Intolerancia a la
glucosa, ITG) (NOM-015-SSA2-2010, 2010). Estudios fisiopatolégicos diversos han
reportado que las irregularidades en GAA pueden ser causadas por defectos en la
secrecion de insulina e ITG y puede ser reflejo de la resistencia a la insulina (Balion et
al., 2007).

Los signos y sintomas relacionados con DMTII son poliuria, polidipsia, polifagia, fatiga,
resequedad de la piel, visiobn borrosa y pérdida de peso, las cuales se deben a la
pérdida de la regulacion de las concentraciones de glucosa en sangre por la insulina.
El diagnéstico es establecido cuando se cumple cualquiera de los criterios
anteriormente mencionados y una glucemia plasmatica casual > 200 mg/dl; glucemia
plasmatica en ayuno > 126 mg/dl; o bien glucemia > 200 mg/dl a las dos horas después
de una carga oral de 75 g de glucosa anhidra disuelta en agua. En la prueba de GAA,
ITG o en ausencia de sintomas inequivocos de hiperglucemia se deben confirmar los
criterios repitiendo la prueba en un dia diferente (NOM-015-SSA2-2010, 2010).

1.5 Tratamiento de Diabetes Mellitus Tipo |l

Para el tratamiento de esta enfermedad es necesario un sinergismo entre el control de

los factores de riesgo, los farmacos y la terapia con insulina, lo cual dependera de la



condicion del paciente y de su historial médico. Los hipoglucemiantes orales van
dirigidos a corregir una o mas de las alteraciones metabdlicas subyacentes
(Mogensen, 2007).

Uno de los tratamientos antidiabéticos mas utilizados son los secretagogos como las
sulfonilureas (glimepirida) y las glinidas (repaglinida) que, aunque no son de primera
linea para los pacientes al inicio de la enfermedad, son utilizados en etapas
subsecuentes. El mecanismo de accion de los secretagogos es a nivel de membrana
de las células B, en la unidad proteica de canales de K-dependientes de ATP, que esta
conformada por cuatro subunidades formadoras de poro conocidas como Kir y una
subunidad reguladora llamada SURX (dos subunidades SUR-1y SUR-2). Mientras que
las sulfonilureas se unen al receptor especifico SUR-1, las glinidas tienen dos sitios de
unién, SUR-1 y Kir. La unién de los farmacos a estos sitios promueve la disminucién
del eflujo del ion K* hacia el citosol lo que causa la despolarizacion de la membrana
abriendo los canales de Ca?* dependientes de voltaje. El aumento intracelular del ion
Ca?* estimula la exocitosis de los granulos de insulina (Lv, Wang, Xu, & Lu, 2020).

Los farmacos antidiabéticos que actian a nivel de la via de las incretinas son de dos
clases, los miméticos de GPL-1 (injectables) y los inhibidores de la DPP-IV (dipeptidil
peptidasa V). Los primeros son agonistas del receptor GLP-1 en la membrana de las
células B, activando un aumento en la produccion de insulina y disminuyendo la
liberacidn del glucagon por las células a, dos acciones estrictamente dependientes de
glucosa. Los inhibidores de DPP-IV disminuyen la degradacién de las hormonas
incretinas (GIP y GLP-1) promoviendo su accion fisiolégica, retardando el vaciado
gastrico y reduciendo el consumo de alimentos (Filippatos, Panagiotopoulou, & Elisaf,
2014).

Para los sensibilizadores a la insulina también se tienen dos clases, las biguadinas,
como la metformina, y las glitazonas o thiazolidinedionas, como la pioglitazona. El
mecanismo de accion de la metformina no esta completamente dilucidado, pero se
sabe que interviene en la via de sefializacion de la serina/treonina quinasa 11 (LKB1)
y la proteina quinasa activada por AMP (AMPK), responsables de la transcripcion de



las enzimas involucradas en la gluconeogénesis hepatica, causando su
reduccion. (Apostolova et al., 2020). Las tiazolidinedionas actian a nivel de nucleo
celular, a través de la transactivacion génica del receptor de peroxisomas-proliferador-
activado gamma (PPARYy por sus siglas en inglés), son agonistas del receptor de
acidos grasos libres tipo 1 (FFA1) mejor conocido como receptor acoplado a proteina
G (GPR40) e inhibidores de la expresion de los genes que codifican para la aldosa
reductasa (ALR 2), enzima importante en el desarrollo de complicaciones asociadas a
DMTII en retina, rifidbn y nervios por la via de los polioles (acumulacién de sorbitol
intracelular). Esta enzima también inhibe la expresion de la proteina tirosina fosfatasa
1B (PTP1B), implicada en la regulacién negativa de la via de las lectinas y la via de
sefalizacion de la insulina, evitando la disfuncién de los adipocitos y las células S,
disminuyendo la acumulacion de lipidos ectépicos (Nanjan, Mohammed, Prashantha
Kumar, & Chandrasekar, 2018).

Los inhibidores de la enzima a-glucosidasa son acarbosa, miglitol y voglibosa; los tres
son inhibidores competitivos y evitan que la enzima lleve a cabo la funcion de obtener
monomeros de glucosa para su absorcion a torrente sanguineo, logrando disminuir los
niveles de glucosa posprandial y las concentraciones de glucosa basal (Henefeld,
2007).

Otra clase de farmaco antidiabético de recién introduccion son los inhibidores del
transportador de glucosa dependiente de sodio tipo Il (I-SGLT2); el mecanismo de
accion de estos farmacos ocurre a nivel de la membrana del tabulo proximal en la
nefrona, donde los I-SGLT2 inhiben la reabsorcion de la glucosa por SGLT2, facilitando
Su excrecion a través de la orina, disminuyendo la concentracion de la glucosa (Kalra,
2014).

Otros tratamientos antidiabéticos utilizan preparados de insulina humana o con
analogos recombinantes de insulina; estos ultimos tienen cambios en su estructura
gue mejoran su farmacocinética y farmacodinamia. Los preparados de insulina de
accion rapida logran conseguir un menor pico de glucemia postprandial con un menor

riesgo de hipoglucemia postprandial tardia. Inyectados por via subcutanea los



preparados de insulina regular de accion rapida tardan ca 30 minutos en iniciar su
accion, el pico de la accion se alcanza a las 2-4 horas y la duracion es de unas 6 a
8 h, en tanto que los anélogos tienen un inicio de la accién a los 5-15 minutos, con pico
de accion a 0.5-2 h y duracion de la accién de unas 3-5 h. Las insulinas de accion
intermedia (insulina, NPH e insulina lispro/protamina, NPL) tienen un inicio de la accion
a las 1-2 h, con pico de accion a las 4-10 h y duracion de unas 10-18 h. Las insulinas
premezcladas consisten en insulina NPH o NPL premezcladas en combinaciones fijas
con insulina humana regular o con un analogo de la insulina de accion rapida. Los
analogos de insulina de accion prolongada se desarrollaron con el objetivo de
mimetizar el perfil fisiolégico de la insulinemia basal endégena, que no reproduce la
NPH; buscando conseguir una duracién igual o superior a 24 h, con menor variabilidad
de absorcién y sin pico de accion. Estas caracteristicas les confieren menor riesgo de

hipoglucemia en general y especialmente nocturna (Carreras & Pérez, 2016).

En la actualidad los tratamientos farmacol6gicos para DMTII son utilizados de manera
combinada. La farmacoterapia combinada y la insulinoterapia son ineficaces a largo
plazo para mantener la homedstasis glucémica y expone al paciente a posibles efectos
secundarios como hipoglucemia y aumento de peso. Lo anterior explica la intensiva
busqueda de principios activos con nuevos mecanismos de accién para preservar la
funcion de las células B, combatir la resistencia a la insulina en sus tejidos blanco y
prevenir la progresién de la enfermedad a sus complicaciones relacionadas. Las
plantas medicinales ofrecen tratamientos alternativos para enfermedades cronico-
degenerativas como es DMTII y es una fuente importante de nuevos farmacos (Chehri
et al., 2022).

En el Cuadro 2 se muestra resumida la accion farmacolégica de diferentes clases de

farmacos antidiabéticos y sus principales efectos adversos.



Cuadro 2. Principales farmacos utilizados para el tratamiento de la DMTII

(Goedeke, 2019).

Clase Farmaco Accion farmacolégica Efectos adversos
Secretores de Glimepirida 5 ) ) ) )
) ] o Aumentan la secrecion de insulina Hipoglucemia severa
insulina Repaglinida
Liragutida
Miméticos de (Analogo) y ) )
] Promueven la accion de las incretinas
GLP-1 Exanatida
(Agonista) Pancreatitis, cancerigenos
o Inhiben la degradacion de las incretinas,
Sitagliptina ) e
I-DPP-IV ) o retardan el vaciado gastrico y reducen el
Vildagliptina )
apetito.
o Reduce la glucosa hepatica via LKB1 y
Sensibilizadores ) o ) ) i o
] ] Metformina aumenta la sensibilidad a la insulina via | Acidosis lactica
de insulina
AMPK
- Aumenta la sensibilidad a la insulina via L i
Pioglitazona Hepatotdxico, cancerigeno
PPARy
Acarbosa ) N ] ]
I-a-glu. . Inhibe la absorcién de glucosa Diarreas, meteorismo
Voglibosa
LSGLT2 Canagliflozina | Aumentan la excrecion de glucosa por la | Cetoacidosis
Empagliflozina | orina evitando su reabsorcion. Infecciones
Regular o . ) ) )
] . Disminuye la glucosa hepética, aumenta | Hipoglicemia
Insulina Anélogos L
) la utilizacion de glucosa Aumento de peso
Recombinantes

I-a-glu = Inhibidores de la a-glucosidasa, I-DPP-1V = Inhibidores de la dipeptidil peptidasa V. I-SGLT= Inhibidor
del transportador de glucosa dependiente de Na* tipo I, PPARy= receptor de peroxisomas-proliferador-activado

gamma, LKB1= serina/treonina quinasa 11, AMPK= proteina quinasa activada por AMP.

2. ANTECEDENTES
2.1 Medicina tradicional

La medicina tradicional se define como el conjunto de conocimientos, aptitudes y
practicas basados en teorias, creencias y experiencias de diferentes culturas, sean o
no explicables, usados para el mantenimiento de la salud, asi como para la prevencion,
el diagnostico, la mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas o0 mentales
(Osadebe, Odoh, & Uzor, 2014).



La efectividad de la medicina tradicional es debida a los diferentes metabolitos
secundarios bioactivos que contienen las fuentes naturales empleadas. Por ejemplo,
las plantas sintetizan compuestos fendlicos para protegerse del estrés bidtico y
abidtico, estos compuestos son igualmente efectivos para combatir los efectos de las
enfermedades cronicas ligadas al estrés oxidativo (Asmat, Abad, & Ismail, 2016).
Existen evidencias cientificas que muestran que el estudio de las plantas medicinales
es de gran relevancia. Muchos de los principios activos que se usan en la formulacion
de medicamentos de patente fueron extraidos de plantas y son, en algunos casos, su
fuente principal. Algunos ejemplos importantes son la metformina, biguanidina aislada
de la Galega officinalis, los antibiéticos ceftolozane/tazobactam y el alcaloide fluorado
derivado sintético de la vinca, vinflunine, por mencionar algunos. En los dltimos afios
se han publicado articulos en los cuales se enfatiza que los metabolitos secundarios
de fuentes naturales y/o sus estructuras han desempefiado un rol importante en el
desarrollo y descubrimiento de nuevos farmacos, en la Figura 1 se muestra el
porcentaje de medicamentos procedentes de fuentes naturales, ya sean derivados o
miméticos en el periodo de 1981-2019 (Newman & Cragg, 2020).

Productos naturales

Fuente de farmacos (1981-2019) contribucién total 46%
(]

il

$*3,2%

B 18,4%

B: Macromolécula biolégica

N: Producto natural sin alterar

NB: Medicamento natural

ND: Derivado de Producto natural
S: Farmaco obtenido por sintesis
(tamizaje al azar o modificado de un
medicamento existente)

S*: Farmaco obtenido por sintesis,
Farmacoforo

V: vacuna

/NM: Mimético de producto natural

Nuevos compuestos con
actividad antidiabética: 63
Productos naturales:58

ND 18,9%

Figura 1. Porcentaje de farmacos procedentes de fuentes naturales.

G
524,6% ’_——-
L 1)

N mNBE mND 5 S/NM ®5* ®m5*/NM mV

2.2 Metabolitos secundarios con actividad antidiabética
Como se ha mencionado anteriormente, la patologia de DMTII es bien conocida y se ha
demostrado el papel del estrés oxidativo en el desarrollo de las complicaciones causadas por

esta enfermedad (Asmat et al.,, 2016). La actividad antioxidante y antidiabética son
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propiedades que presentan varias clases de metabolitos secundarios encontrados en plantas
medicinales. Entre estos estan los esteroles y los alcaloides que disminuyen la actividad de
las enzimas glucogénicas; los triterpenos y alcaloides que aumentan la utilizacion de glucosa
y disminuyen la incidencia, progresion y complicaciones causadas por la hiperglucemia
cronica; los taninos que son conocidos por ser inhibidores de las enzimas a-glucosidasa y
a-amilasa (Xu, Li, Dai, & Peng, 2018). En el Cuadro 3 se resumen algunas de las acciones

farmacologicas con efecto antidiabético de algunos metabolitos secundarios.

Cuadro 3. Actividad antidiabética de los metabolitos secundarios (Xu et al., 2018)
Metabolito

. Accion antidiabética
secundario

Esteroles Disminuyen la gluconeogénesis y glucogénesis (inhiben a la Glc-6-fosfatasa)

Triterpenos Aumentan la sensibilidad a la insulina, inhibidores de a- glucosidasa.

Aumentan las concentraciones de GLP-1y promueven la via de sefalizacién de la

Polifenoles ) o i o
insulina, inhiben a GLUT y SGLT, reducen el estrés oxidativo.
Disminuyen la incidencia, la progresién y las complicaciones causadas por la
. hiperglucemia cronica. Aumentan la utilizacion de glucosa. Inhibidores de
Flavonoides ) ] y )
a-glucosidasa y a-amilasa. Promueven la funcion correcta de las células 8 del
pancreas.
Taninos Inhibidores de a-glucosidasa y a-amilasa
Alcaloid Disminuyen la actividad de las enzimas glucogénicas y aumentan la utilizacion de
caloides

glucosa, también aumentan la via de sefializacion de la insulina.

2.2.1 Plantas con actividad antidiabética en México

Existe una gran cantidad de estudios que demuestran que en México existen mas de
500 especies de plantas utilizadas para el tratamiento de DMTII, siendo las familias
mas comunes: Asteraceae, Fabaceae, Cactaceae, Solananaceae, Euphorbiaceae, y
Lumiaceae (Andrade-Cetto & Heinrich, 2005). En un estudio realizado en Aquismon,
municipio de la Huasteca Potosina, se encontré0 que, de las 73 plantas con uso

medicinal, 10 eran utilizadas para el control de DMTII. Una de las especies utilizadas
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con este fin es Struthanthus densiflorus, perteneciente a un género con escasos

estudios cientificos y de fitoquimica desconocida (Josabad Alonso-Castro et al., 2012).
2.2.2 Género Struthanthus Mart.

Las especies del género Struthanthus Mart., también denominadas muérdagos, son
plantas herbaceas, epifitas, escandentes, foliadas, con tallos cilindricos o
cuadrangulares y dioicas. Las inflorescencias se producen en forma de espigas o
racimos de triadas apareadas. El fruto es una baya naranja, rojiza o azul; las semillas
con endosperma copioso y el embridén de color verde brillante. Los muérdagos de este
género también son conocidos como “injertos” o “secapalos”; son plantas
hemiparésitas de la familia Loranthaceae muy abundantes e importantes en el pais;
llegan a afectar importantes extensiones de arbolado, mermando la produccion de
conos y semillas, asi como el crecimiento de los arboles en diametro, altura y volumen.
El sistema endofitico de este género invade el sistema vascular del hospedero y
regenera brotes de nuevas yemas procedentes del enddfito (Vazquez Collazo, 2006).
La fitoquimica del género Struthanthus es practicamente desconocida; sélo se han
reportado clases de metabolitos secundarios por métodos de identificacion
cualitativos, reportandose alcaloides, saponinas, esteroles y triterpenos, taninos
condensados, flavonoides y catequinas. Hasta la fecha sélo se han sido aislados siete
metabolitos secundarios: estigmasterol (1), sitosterol (2), lupeol (3), B-amirina (4),
taraxasterol (5), taraxerol (6) y rutina (7). Las estructuras quimicas de los compuestos
antes mencionados se muestran en la Figura 2 (Leitdo, de Lima Moreira, de Almeida,
& Guimarées Leitdo, 2013).

Las especies del género Struthanthus presentan diversas actividades biologicas; se
ha reportado que el extracto hidroalcohdlico de S. vulgaris contiene flavonoides,
taninos y saponinas con actividad antimicrobiana, antioxidante y cicatrizante
(Vittorazzi, Endringer, Andrade, Scherer, & Fronza, 2016); otro estudio reporta
actividad antiinflamatoria, pero no se identificaron los metabolitos secundarios

responsables de dicha actividad (Dos Santos Gramma et al., 2016).
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OH O o

C. Flavonoide: rutina (7)

Figura 2. Estructura quimica de los metabolitos secundarios aislados del género
Struthanthus.

También se demostré la actividad antiulcerosa de los extractos acuosos de
S. marginatus y S. concinnus, en el cual se identificaron flavonoles, flavonas y taninos
(Freire et al., 2011), y se evaluo la actividad antituberculosa de los extractos hexanicos,
donde se encontraron esteroles, triterpenos y terpenoides (Leitdo et al., 2013). Se
investigd la actividad antioxidante y antiproliferativa del extracto metandlico de S.
palmeri, que contiene flavonoides a los que se les atribuyd la actividad biol6gica
(Jiménez-Estrada, 2013). El extracto hidroalcoholico, rico en polifenoles, de S. venetus
fue reportado con actividad antihipertensiva (Gijon, 2010) y actividad antiproliferativa
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(Marte et al., 2018). En cuanto a la actividad antidiabética de la especie S. subtilis se
reporta que es debida al flavonoide conocido como rutina (7), cuya estructura
se muestra en la Figura 2C. Este metabolito es un inhibidor de la actividad de la enzima
a-glucosidasa (Cl., de 0.182 mmol/L) y la actividad del transportador de glucosa
(SGLT 1) en el intestino (Li, 2009), y se ha evaluado su capacidad de estimular la
captacion de glucosa, aumentando la secrecion de insulina (Brahmachari, 2011).

En el Cuadro 4, se muestra un resumen de metabolitos secundarios identificados como
responsables de las actividades bioldgicas reportadas en las especies del género
Struthanthus.

Cuadro 4. Actividad biolégica de metabolitos secundarios de especies del género Struthanthus.

Especie Actividad biol6gica Metabolito secundario Estudio

Antioxidante
) Antimicrobiana Flavonoides, taninos,

S. vulgaris ] ) )
Antinflamatoria saponinas
Cicatrizante
Antiulcerosa,

S. marginatus Flavonoides In vitro
Antitubercolosa

S. concinnus Esteroles y terpenoides
Antioxidante

S. palmeri Flavonoides
Antiproliferativa

S. venetus Polifenoles )
Antihipertensiva In vivo

S. subtilis Antidiabética Flavonoide

2.2.3 Mecanismos de accién antidiabética de los muérdagos

Los mecanismos de accion antidiabética conocidos de los muérdagos son los
siguientes: incrementan la secrecion de insulina y su precursor C-péptido; promueven
la unién de la insulina a su receptor Tirosina-cinasa (RTK por sus siglas en inglés), lo
gue aumenta la fosforilacion de la proteina IRS-1 activadora de PI3K, convirtiendo

PIP2 a PIP3, esto activa la fosforilacion de AKT via PDK1 causando la traslocacién del
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transportador GLUT4 a la membrana de las células promoviendo la utilizacion de
glucosa (Park, Kim, Kim, Park, & Song, 2019). Otro mecanismo conocido es la
regulacion de la transcripcion de los genes de insulina mediado a través de las rutas
PI3K y ERK12, promovidas por la activacion de los factores de transcripcion PDX-1 'y
beta2 (neuroD) (Ko, Kang, Moon, Ryuk, & Park, 2016). Los muérdagos tienen efecto
sobre los niveles de glucosa postprandial inhibiendo la actividad de la enzima
a-glucosidasa, evitando la digestion y adsorcion de glucosa (Onal, Timur, Okutucu, &
Zihnioglu, 2005; Park et al., 2019). Estos mecanismos de accion se muestran en la
Figura 3.

Liberacién de
' insulina

Grénulos de
insulina

?)
1=
' GLUTa

Figura 3. Mecanismos de accion antidiabética conocidos de los muérdagos.
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3. JUSTIFICACION

La Diabetes mellitus (DM) es un problema de salud a nivel mundial, cuya
heterogeneidad clinica en los pacientes a causado que en la actualidad se opte por
una farmacoterapia combinada, la cual a largo plazo es inefectiva, porque no frena el
impacto fisiopatolégico de la DM, causando que los pacientes padezcan
complicaciones fisicas, mala calidad de vida e incluso la muerte prematura. Lo que
requiere la busqueda de alternativas terapéuticas, siendo la medicina tradicional una
opciébn ya que utiliza plantas con diversas propiedades biolégicas, entre ellas
antidiabética. Los muérdagos son especies vegetales ampliamente usadas con fines
religiosos o medicinales en el mundo. En la Huasteca Potosina, el “secapalo”, planta
del género Struthanthus, es utilizada por médicos tradicionales para tratar la diabetes.
El género cuenta con pocos estudios sobre sus componentes fitoquimicos, en la
literatura se reportan principalmente triterpenos y compuestos fenélicos. Por otra parte,
existen algunos reportes de actividad biolégica del género Struthanthus, entre ellas
propiedades antidiabéticas. Al ser una planta hemiparasita sus propiedades biologicas
y fitoquimica puede variar dependiendo del hospedero, por lo que un estudio quimico
biolégico de las plantas utilizadas en la Huasteca Potosina por los médicos
tradicionales permitir4 corroborar la actividad antidiabética de los extractos acuosos,

su toxicidad y perfil fitoquimico.
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4. HIPOTESIS
La especie Struthanthus quercicola (secapalo) contiene uno o varios metabolitos

secundarios con actividad antidiabética.
5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Estudiar el efecto antidiabético y la toxicidad de los extractos acuosos de Struthanthus

quercicola colectada de Guazuma ulmifolia y Citrus sp.

5.2 Objetivos particulares

1. Evaluar la actividad inhibitoria de los extractos de la especie S. quercicola
en la enzima a-glucosidasa

2. Evaluar la actividad antidiabética de la especie S. quercicola en ratas Wistar
estableciendo un modelo para el efecto antidiabético agudo y otro para el
efecto subcronico.
Examinar el efecto hepatotoxico de la especie S. quercicola en ratas Wistar.
Identificar uno o varios metabolitos secundarios con actividad antidiabética.
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6. METODOLOGIA

En la Figura 4 se muestra el diagrama general de los métodos a seguir para el

cumplimiento de los objetivos planteados.

\ﬂecta . —
Infusion Tamiz | ENsayo in vitro
Decoccion > inhibicion
Y Ext. Microondas enzimatica
Secadoy | Obijetivo 1
molienda
y
Maceracion .
Percolacién < Ensayo in vivo con
Particiones decocciones

Efecto antidiabético
agudo

Efecto antidiabético
subcronico

y

Objetivo 2a

Objetivo 2b

-.| Efecto hepatotoxico | Objetivo 3

Identificacion de los componentes fitoquimicos con actividad antidiabética

Obijetivo 4
Figura 4. Diagrama general de trabajo

6.1 Colecta del material vegetal

La muestra vegetal se colecté de dos hospederos diferentes el 27 y 28 de febrero de

2018 en Enramaditas, Tamazunchale S.L.P. Se colect6 material de un individuo

hospedado en Citrus sp (SQC), en tanto que en la Garita Tambaque, Aquismén S.L.P.

se colecté material de un individuo hospedado en Guazuma ulmifolia (SQG).

La planta denominada de manera coloquial como “secapalo” fue identificada en el

Herbario “Isidro Palacios” del Instituto de Investigacién de Zonas Desérticas UASLP,

por el taxbnomo, Bidl. José Garcia Pérez. En el Cuadro 5 se muestra la clasificacion

taxondmica y su numero de registro (Voucher).
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Cuadro 5. Clasificacion taxondémica de Struthanthus quercicola

Reino Plantae

Filo Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Santalales

Famila Loranthaceae

Género Struthanthus

Especie Struthanthus quercicola (Schitdl. & Cham.) Blume

Denominacion comldn  Secapalo

56112 recolectada de Citrus sp
# Voucher
56113 recolectada de Guazuma ulmifolia

6.2. Secado y molienda
El material vegetal se extendié y seco al resguardo del sol en una habitaciébn con
ventilacion natural, para la molienda y pulverizacion se emplearon varios métodos de

molienda haciendo uso de un molino mecanico y de forma manual (malla 2 mm).

5.3 Obtencién de los extractos acuosos

Todas las extracciones se llevaron a cabo con 200 g de cada planta molida y
pulverizada de cada hospedero con tres repeticiones. Para la extraccion por
decoccién, el material vegetal fue colocado en un vaso de precipitado de 1 L, se
llevaron a ebullicién con 800 mL de agua destilada durante 20 min. La extraccion por
infusién se llevd a cabo con filtros para café, donde se colocaron las muestras
vegetales por 20 min en 800 mL de agua destilada caliente. Para la extraccién por
microondas se coloco el material vegetal (20 g/50 ml) en tubos de Teflobn para
microondas y se les afiadié agua destilada, se colocaron dentro de un reactor Mars 6
(marca CEM) con la siguiente programacion: potencia 350 W, temperatura 50 °C,
rampa 10 min, temp guard 190 °C, presion 200 Pa, tiempo 20 min.

Los extractos se enfriaron a temperatura ambiente y se filtraron (Whatman, @ = 125
mm. Con ayuda de un evaporador rotatorio (Buichi, MR-3) se redujo el volumen hasta
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200 mL, los cuales se fraccionaron en alicuotas de 15 mL que posteriormente se
liofilizaron y almacenaron a —20 °C. En el Cuadro 6 se muestran los rendimientos y

claves de los extractos acuosos obtenidos de la muestra vegetal de cada hospedero.

Cuadro 6. Extractos acuosos de S. quercicola

Struthanthus quercicola Guazuma ulmifolia Citrus sp.
(SQ) Hospedero 1 (G) Hospedero 2 (C)
Extracto Cddigo Peso (g) Rendimiento (%) Peso (g) Rendimiento (%)
Decoccion D 10 5 26 13
Infusion I 36 18 32 16
Microondas MW 24 12 22 11

6.4 Evaluacion de la actividad antidiabética in vitro

Para evaluar la actividad antidiabética in vitro de los extractos acuosos se llevo a cabo
la determinacion de su porcentaje de inhibicidn y calculo de la concentracién inhibitoria
media (Cls, por sus siglas en inglés) en la Spliceforma de la enzima denominada N20-
ctMGAM (a-glucosidasa), que fue obtenida del intestino de raton y expresada en un

sistema de vector baculovirus infectando células Sf9.

La determinacién de la actividad enzimética se realizé en una placa de 96 pozos, en
la que se relaciond la concentracion de glucosa liberada del sustrato con la actividad
enzimatica, mediante el ensayo TGO (tris-glucosa-oxidasa) (Figura 5). La inhibicion de
la actividad enzimética de N20 se establecié como una disminucion de la produccion

de glucosa en presencia del inhibidor.

20



Enzima 2 Gle

INNIDIAO! gy

Maltosa Ac. Glucurénico

Glc: glucosa, Ox: oxidacion, Red: reduccion
Glc-Ox: glucosa oxidasa, P-Ox: peroxidasa, O-D: O-Dianosidina

Figura 5. Reaccion en la medicion de la actividad enzimética con el método TGO.

Para la determinacién de la concentracion inhibitoria media (Cls), la mezcla de reaccion
consistié en 10 pL de sustrato (50 mM de maltosa) diluida en buffer de fosfatos (PBS),
al que se le afiadieron 10 pL del extracto y 10 pL de la enzima N20-ctMGAM (dilucién
de enzima 5 mg/mL de 1:10 v/v en PBS). La reaccion se cubrié con papel aluminio y
se incubo a 37 °C por 60 min. Después se paro la reaccién enzimética adicionando
200 pL de disolucion TGO. Luego se incubé otra vez la mezcla a 37 °C por 60 min. La
concentracion de glucosa producida por la actividad enzimética en presencia del
inhibidor se midié en un lector de microplacas UV-Vis (Sinergy H Y20003642T marca
BioTek) a 450 nm, con la ecuacion de la curva Y = 0.002x + 0.0873, r2 = 0.9998. Todas
las reacciones se realizaron por triplicado con tres repeticiones, la acarbosa fue
utilizada como farmaco de referencia y control positivo de inhibicién, el control negativo
de inhibicion consté de todos los componentes antes mencionados excepto el
inhibidor, también se incluyo un control de matriz (PBS y el extracto evaluado) a todas
las concentraciones estudiadas (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Concentraciones utilizadas en la determinacion de Cls,

Struthanthus quercicola (SQ) _
Concentracion [pg/mL]

Extracto
[ 100, 300, 500, 700, 1000
D
10, 30, 50, 70, 100
MW
Acarbosa 100, 300, 500, 700, 1000

El porcentaje de inhibicion fue calculado usando la Ecuacion 1, donde A0 es la
absorbancia del control negativo, Al es la absorbancia de cada una de las muestras
evaluadas. La Cl. fue obtenida a través de una regresion no lineal usando el método
de la funcion logistica de cuatro parametros (Ecuacién 2) y se expresé en pg/mL, el
parametro 10x-LogC es el punto de inflexion y su despeje en la ecuacion es la

estimacion del Cl..

% de Inhibicién=A0-A1A0%x100 (1)
Y=D+(A-D)/1+10x-LogCB )

6.5 Evaluacion de la actividad antidiabética in vivo

La actividad antidiabética de la especie S. quercicola en ratas Wistar se examiné
mediante dos modelos de estudio, el primero fue la evaluacion del efecto antidiabético
agudo de los extractos SQGD y SQCD en ratas Wistar euglicémicas, posteriormente
se evalug el efecto antidiabético subcrénico llevado a cabo con las mismas ratas

euglicémicas y con ratas diabéticas.

El estudio se realizé con 45 unidades experimentales que consistieron en ratas Wistar
macho, con un peso de 200 £ 50 g, obtenidas en el bioterio del Centro de Biociencias
de la Universidad Autdbnoma de San Luis Potosi. Los biomodelos se mantuvieron en
cajas individuales, con ciclo de luz-oscuridad invertido, condiciones controladas de

temperatura, humedad y limpieza continua. En la primera y segunda semana se llevo
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a cabo el acondicionamiento al ambiente del cuarto de confinamiento, con alimento
(Formulab Chow 5008) y agua ad libitum. Se siguieron los lineamientos de acuerdo
con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 (SEGOB, 2001). La evaluacién
de los efectos agudo y subcrénico se llevo a cabo mediante un disefio experimental
completamente al azar. El protocolo fue aprobado por el comité de ética en
investigacion de la facultad de enfermeria y nutricion de la Universidad Autonoma de

San Luis Potosi, con el nimero de registro CEIFE-2020-330.
6.5.1 Calculo de la dosis experimental

La médico tradicional del municipio de Aquismoén, S.L.P., la Sra. Martina Chaires,
recomienda a sus pacientes hervir tres varas (planta completa) de “secapalo” de 15
cm de largo en 1 L de agua por 20 min (decoccion) y tomar como agua de uso.

Considerando esto se establecio la dosis que se usé en todos los experimentos.

Primero, se obtuvieron los pesos de 70 varas de 15 cm de la planta completa,
resultando un peso promedio por vara de 0.8 g, siguiendo la recomendacion (hervir
tres varas) el peso promedio resultdé en 2.4 g de planta completa para un individuo de
aproximadamente 65 kg de peso corporal, obteniéndose una dosis de 37 mg de planta

seca/kg de peso y 5 mg/kg de extracto liofilizado.

La administracién en el biomodelo se llevé a cabo usando las alicuotas liofilizadas, las
cuales fueron disueltas para obtener las concentraciones previamente calculadas

usando el peso corporal de cada animal y la dosis tradicional de 5 mg/ml/kg.
6.5.2 Evaluacion del efecto agudo

Para la evaluacién del efecto agudo se determind el efecto hipoglucemiante y
antihiperglucemiante de las decocciones de S. quercicola recolectada de G. ulmifolia
(SQG) y de Citrus sp. (SQC) determinados a traves de curvas de tolerancia a
carbohidratos.
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6.5.2.1 Efecto hipoglucemiante

El efecto hipoglucemiante fue determinado mediante la administracion de glucosa
disuelta en agua destilada y los siguientes cinco tratamientos: blanco (agua),
metformina (Glucophage: 500 mg) en una dosis de 150 mg/kg (Clouatre, 2011),
glimepirida (Amaryl- 2 mg) en una dosis de 0.8 mg/kg (Kamble, 2016), decoccion de
S. quercicola recolectada de G. ulmifolia (SQGD) y decoccién de S. quercicola
recolectada de Citrus sp. (SQCD) en una dosis de 5 mg de liofilizado de material
vegetal /mL/kg de peso (Figura 5).

6.5.2.2 Efecto antihiperglucemiante

En el caso de este efecto, se administré maltosa y cuatro tratamientos: blanco (agua),
acarbosa (Precoses 25 mg) a 20 mg/kg (Kumar et al., 2022) y las decocciones SQGD
y SQCD en dosis de 5 mg/ml/kg (Figura 6).

Estrategia experimental

Evaluacion
efecto Agudo T™x n Farmaco Dosis mg/kg Carbohidrato
1 5 Agua
Viocariomos 2 5 Glimepirida 0.8 Glucosa
3 5 Metformina 150 3 me/ke/ 1 mL
* Sulfonilureas: glimepirida 4 5 $QGD B/XE
+ Biguadinas: metformina 5
* Inhibidor de a-glucosidasa: acarbosa i sQcb
+ SQGD 15 Agua
+ SQCD 2 5 Acarbosa 20 Maltosa
' 3 5 SQGD 5 3 mg/kg/ 1 mL
4 5 sQcCD

S
[0l

Ratas normoglucémicas
Via Orogastrica

Syans s IS horss SQG: Decoccion de S. quercicola recolectada de G. ulmifolia
SQC: Decoccion de S. quercicola recolectada de Citrus sp.
Tx: Tratamiento

Figura 6. Procedimiento experimental de la evaluacién del efecto agudo.

24



6.5.2.3 Curvas de tolerancia

Se realizaron curvas de tolerancia a glucosa y a maltosa, las cuales son estudios
clinicos rapidos para la medicion de los niveles de glucosa en sangre. Las unidades
experimentales se dejaron en ayuno de alimento durante 12 h. Se midi6 la glucosa
basal, y en seguida se administro, por via orogastrica, una carga de glucosa o maltosa
(de acuerdo con el efecto estudiado). La concentracién fue calculada mediante una
dosis de 3 mg/g de peso para cada unidad experimental. El tratamiento (farmaco de
referencia, decocciéon o agua) se administr6 5 min después de la administracién del
carbohidrato. Posteriormente se midieron las concentraciones de glucosa cada 30 min
durante 2 h (30, 60, 90 y 120 min) con un glucémetro y tiras reactivas marca Accu-
Chek® (Ovalle-Magallanes, Medina-Campos, Pedraza-Chaverri, & Mata, 2015). El

procedimiento experimental se muestra en la Figura 7.

Curva de tolerancia

Administracion
Maltosa o Glucosa
3 mg/kg de peso

Figura 7. Evaluacion del efecto agudo mediante curvas de tolerancia en ayuno.

Medir Glc
Administracion

. cada 30 min
de tratamiento X2 h

0, 30, 60,90y 120 min

6.5.3 Induccidén de diabetes para la evaluacion del efecto subcrénico

A la mitad de las unidades experimentales se les indujo diabetes quimica mediante la
inyeccién intraperitoneal de 50 mg/kg de estreptozotocina (Sigma-Aldriche) disueltos
en 100 mM de buffer de citrato a pH de 4.5. El criterio de inclusién al grupo
experimental diabético fue la confirmacién del estado diabético de los animales de
experimentacion, la concentracion de glucosa en sangre mayor o igual a 400 mg/dL
después de 48 h de la induccion quimica de diabetes. Para simular la fisiopatologia de

DM2 en el modelo, se les administré insulina is6fana de accion intermedia (Humilin Ne
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100 Ul). El ajuste de la dosis de insulina para cada unidad experimental fue llevado a
cabo mediante la cuantificacion de glucosa sanguinea cada 12 h después de la
administracion de insulina, hasta estandarizar la dosis para cada unidad experimental.
En el cuadro 8 se muestran las concentraciones de glucosa por rata durante el proceso
de estandarizacion de la dosis de insulina. Durante cinco dias, antes de iniciar la
administracion de las decocciones, se determind la glicemia de cada unidad
experimental cada 24 h y hasta obtener concentraciones de glicemia entre >200 mg/dL
pero <350 mg/dL (Figura 8).

Cuadro 8. Curva de glucosa para la determinacion de la dosis de insulina,
glicemia > 200 mg/dL pero < 350 mg/dL en ratas con diabetes inducida por STZ.

h dosis h dosis h dosis h dosis h
insulina insulina insulina insulina

#Rata | 0 (Ulkg) 12 wkg) | 2 | wke | *® | wkg | *®
1 462 1 402 1,5 343 2 368 2 342
2 309 0,5 223 1 241 1 245 1 297
3 430 1 248 1 225 1 243 1 264
4 420 1 229 1 209 1 238 1 263
459 1 261 1 278 1 257 1 294

6 437 1 304 1 256 1 239 1 251
7 508 1 460 1,5 348 1,5 269 15 300
8 416 1 313 1,5 264 1,5 297 1,5 320
9 446 1 321 1,5 257 1,5 315 1,5 350
10 449 1 319 1,5 269 1,5 321 1,5 338
11 448 1 255 1 261 1 262 1 286
12 445 1 286 1 274 1 271 1 264
13 317 0,5 256 1 238 1 256 1 241
14 323 1 301 1 291 1 301 1 285
15 368 1 300 1 305 1 300 1 269
16 373 1 327 1,5 246 1,5 327 1 287
17 365 1 269 1 274 1 269 1 267
18 376 1 277 1 300 1 277 1 293

h= horas, STZ= estreptozotocina.
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Espablecimiento del modelo biolégico de DT2
400 1

350 A *

300 A %} §+6 §+

250 A

Glicemia (mg/dL)

200

01 2 3 456 7 8 9 1 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Ratas

Figura 8. Establecimiento del modelo biolégico de DMTII en ratas con diabetes inducida por STZ, que
const6 de glicemia > 200 mg/dL, pero < 350 mg/dl determinado cada 24 h sin variacion
significativa. Los datos en la gréafica se presentan como la media + E.E.M, n= 3, P<0.05. Se utilizaron
para el andlisis estadistico la prueba Anova de dos vias y la prueba post Hoc de Bonferroni.

6.5.4 Evaluacion del efecto subcrénico

En estudios previos realizados en ratas Wistar se report6é que la hiperglicemia cronica
causa estrés oxidativo, lo que genera inflamacion via decremento de la IL-10 e
incremento de NF-kB, lo cual activa la produccién de IL-6 e TGN-a, causando
dislipidemia y dafio hepatico (Khanra et al., 2015; Mittal, Siddiqui, Tran, Reddy, & Malik,
2014). Por este motivo la evaluacion del efecto subcronico consto del andlisis de las
pruebas de bioquimica sanguinea, mediante la determinaciéon de los niveles de
glucosa, triglicéridos y colesterol en suero sanguineo, al igual que, semanalmente fue
registrado el peso corporal de cada unidad experimental y su consumo de alimento,
para evaluar el estado fisico de las ratas y de igual manera los signos y sintomas de
la diabetes, como la polifagia (Bello-Chavolla, Rojas-Martinez, Aguilar-Salinas, &
Hernandez-Avila, 2017).

El analisis del estado fisico de las ratas fue llevado a cabo a través del calculo de tasas
de crecimiento/decremento del peso corporal (Tasa C/D), las cuales se realizaron
usando la férmula de variacién porcentual como se muestra en la formula 3 (E L B
Novelli & F Mani, 2007).
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Tasa C/D = ((Valor final-Valor inicial) / Valor inicial) x100 (3)

La duracion del estudio fue de 20 semanas y consistio en 6 grupos de 6 unidades
animales, de los cuales 3 grupos fueron de ratas diabéticas y 3 grupos fueron de ratas

normoglucemiantes. La estrategia experimental utilizada se muestra en la Figura 9.

Se llevaron a cabo seis tomas de muestra sanguinea de la vena caudal, a cada una
de las unidades experimentales para la obtencién del suero durante las 20 semanas

del experimento.

Cada semana se ajusto la cantidad de extracto administrado de acuerdo con la dosis

determinada (5 mg/mL//kg) y el peso corporal de las unidades experimentales.

Estrategia experimental de la evaluacion
del efecto subcrénico

Estado de salud Tratamientos n
Ratas Agua 6
normoglucémicas SQGD 6
SQCb 6
Ratas diabéticas Agua 6
SQGD 6
SQCD 6 Administracion orogastrica diaria de
Total de ratas 36 extracto con dosis tradicional 5 mg/kg

Ratas con tratamiento de insulina.

SQG: S. quercicola recolectada de G. ulmifolia
SQC: S. quercicola recolectada de Citrus sp.

Figura 9. Tratamientos para la evaluacion del efecto subcrénico de las decocciones
de S. quercicola en ratas Wistar.

6.5.5 Evaluacién del efecto hepatotoxico

El estudio fue llevado a cabo mediante la determinacién de las concentraciones de las

enzimas hepaticas y bilirrubinas (hepatotoxico) y estudios histolégicos (Figura 10).
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Procedimiento experimental del estudio del efecto subcrénico

Duracién del expiiment: 20 sem Evaluacidn del efecto toxicoldgico
Cada 4 semanas heAa:cillsc;iiico P Enzimas hepaticas (EH)

toma de muestra p
sanguinea

Pruebas bioquimicas

: anghctendloz ETG) AaeiEe Tejidos, piel, sdiposo,
Bl ] histolégicos ojo, higado y rifién

*  Glucosa (Glc)

Registro de peso corporal de manera semanal y el consumo de alimentos de cada animal.

Figura 10. Evaluacién del efecto subcronico y del efecto hepatotédxico

Al concluir el estudio subcrénico de 20 semanas, fueron tomadas muestras sanguineas
de las unidades experimentales de ambos estados de salud para llevar a cabo las
pruebas de funcionamiento hepético. Se usaron protocolos sin modificaciones y kits
comerciales de SPINREACT S.A.U. para las determinaciones de bilirrubina total (BT),
bilirrubina directa (BD) y enzimas hepaticas citosdlicas: aspartato-aminotransferasa o
transaminasa glutamico-oxalacética (AST o TGO) y alanina aminotransferasa o
transaminasa glutamico-pirtvica (ALT o GPT). Los valores de referencia se muestran
en el Cuadro 9

Cuadro 9. Parametros de referencia para el andlisis hepatotéxico en ratas Wistar macho
(Lebn Gofii, 2011).

Parametro Rango de referencia
Bilirrubina total (BT) 0.01-0.43 mg/dL
Bilirrubina directa (BD) 0.04-0.12 mg/dL
Fosfatasa alcalina (FA) 134.5-357.3 UI/L
Transaminasa glutamico-piravica (TGP) 41-83 Ul/L
Transaminasa glutamico-oxalacético (TGO) 61.4-276.2 UI/L
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6.6 Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos se realizo a través del programa
GraphPad Prisme versién 5.01 (GraphPad Software, San Diego, California, EE. UU.).
Los datos obtenidos fueron sometidos a pruebas de normalidad, también se realizaron
analisis de varianza (ANOVA), de una o dos vias, y comparaciéon multiple de medias
con la prueba de Bonferroni para cada extracto evaluado, y cada estado de salud de
manera independiente. El grado de significancia de los datos se considerd con una
probabilidad < 0.05. Los resultados fueron presentados como medias con errores

estandar de la media (X + EEM) o desviacién estandar de la media (X + DE).
6.7 Estudio fitoquimico

6.7.1 Identificacion de metabolitos secundarios con actividad antidiabética

Para la identificacion de metabolitos secundarios con actividad antidiabética se llevo a
cabo un estudio biodirigido, usando como tamiz biologico la inhibicion de la enzima
a-glucosidasa in vitro por el método TGO de los extractos estudiados (Figura 11). La
identificacion de los componentes fitoquimicos de los extractos fue a través de la
obtencién de los espectros de los extractos por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG/EM), cromatografia liquida de ultra alta definicién

(UHPLC), comparacién con bases de datos y productos o muestras de referencia.

Planta con mayor actividad
sac

Estudio fitoquimico

Maceracién Percolacion

Fracciones apolares

‘MeOHl ‘ Decoccién ‘

Particiones: fracciones
medianamente polares

Miscibilidad en
MeOH/H,0

Fraccion NO soluble en H,0 I——-I Particién con n-butOH |

CHCI,/MeOH

Figura 11. Procedimiento experimental llevado a cabo en el estudio fitoquimico de S. quercicola
para la identificacion de metabolitos secundarios con actividad inhibitoria de la enzima
a-alucosidasa.
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Después de obtener los resultados del estudio de la actividad inhibitoria de los
extractos acuosos de S. quercicola recolectada sobre ambos hospederos, se procedi6
al fraccionamiento del material vegetal con mayor actividad in vitro. Obteniéndose
extractos de polaridad baja, intermedia y alta utilizando diferentes técnicas de
extraccion y disolventes. En el Cuadro 10 se muestran las claves de los extractos

obtenidos.

Cuadro 10. Claves de las extracciones organicas de S. quercicola recolectado de Citrus sp.

Extracto Disolvente Clave %R
Maceracion Metanol MMeOH 13
Decoccién Agua SQCD 13
Hexano SQCPHXx 2
Diclorometano SQCPDCM 1
Percolacion
Metanol SQCPMeOH 5
Etanol SQCPEtOH 5
AcOEt SQCDPpACOEt 0.4

Particion de SQCD
Cloroformo/Metanol SQCDpCHCI:/MeOH 2

R=rendimiento

El analisis en cromatografia en capa delgada (CCD) fue llevado a cabo utilizando
placas cromatograficas con soporte de aluminio impregnadas con gel de silice 60 F...
de 0.20 mm de espesor (Merck) y cortadas en el laboratorio. Los componentes
separados por CCD se visualizaron bajo luz UV de onda corta (254 nm) y larga (365
nm); y con el uso de un agente revelador, consistente en una disolucion al 4% de acido
fosfomolibdico con trazas de sulfato sérico en H.SO. al 5% y sulfato sérico en acido
sulfarico 2 N. Las placas cromatograficas se calentaron en una parrilla para visualizar

los metabolitos presentes.
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6.7.2 Extraccion por maceracion

En un vaso de precipitado se colocaron 5 g de la planta seca y pulverizada y se
afladieron 50 mL de disolvente (MeOH), se dej6 macerar por una semana y con
homogeneizacion diaria. Pasado el tiempo, se filtro por gravedad (Whatman, & = 125
mm) y posteriormente a vacio (marcha Btichi, modelo V-700). El extracto se concentrd
con ayuda de un evaporador rotatorio (Biichi, MR-3) y la muestra se termin6 de secar
en un horno a 50 °C (DHG-9145A); se calcul6 su rendimiento y se almacené6 a 4 °C.

6.7.3 Extraccién por percolacién

Para la percolacién se utilizaron disolventes organicos de diversas polaridades:
hexano (Hx), diclorometano (CH.Cl.), metanol (MeOH) y etanol (EtOH).

El procedimiento consistio en colocar en un percolador la planta molida y pulverizada.
Para la planta recolectada de G. ulmifolia se utilizé un percolador con diametro de 8.5
cm y 100 cm de largo, y 874.82 g de planta. Para la recolectada de Citrus sp. un
percolador de 100 cm de largo y 10 cm de didmetro, y 914.81 g de
planta. Posteriormente se agreg6é Hx y se dej6é en reposo por 24 h, se recuper6 la
fraccidon y se volvié a llenar con mas Hx. Se continué colectando fracciones hasta que
las mismas ya no presentaron coloracion y ya no se encontraron metabolitos al
realizarles el analisis cualitativo por CCD utilizando el revelador. Luego se decanto
todo el disolvente del percolador y se realiz6 el cambio de disolvente a CH.Cl., llevando
a cabo el procedimiento antes mencionado para después repetir con EtOH o MeOH.
Los extractos obtenidos fueron secados en un evaporador rotatorio y en horno a

50 °C; se calculé su rendimiento y se almacenaron a 4 °C.
6.7.3.1 Fraccionamiento de la percolacién MeOH por afinidad/miscibilidad

El extracto SQCPMeOH presentd diferencia de densidades entre los metabolitos
secundarios, los cuales se separaron por afinidad/miscibilidad en una solucion
H.O:MeOH, 1:3 v/v. Las fases separadas se llevaron a sequedad y se observé que una
fase era miscible en agua, se denominé como F1, y la otra fue miscible en MeOH y se

denomind F2.
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F2 fue sometida a una particion liquido-liquido, usando una solucion H.O:MeOH 1:3
viv 'y como fase movil n-butanol. Para este caso, la fase organica fue denominada

Fn-ButOH y la acuosa como F3.
6.7.4 Identificacion de compuestos

Se realiz6 una comparacion de los perfiles cromatogréficos de las percolaciones
MeOH y CH.CI. de SQG y SQC, al igual que de la fraccion F2. El analisis por CG/EM
se llevd a cabo usando un cromatografo de gases 7890B, marca Aligent Technologies,
acoplado a un espectrofotbmetro de masas con ionizacién por impacto electronico,
modelo: 5977A de la misma marca. La identificacion de compuestos se realizd
mediante deconvolucion usando las bibliotecas: Mass Hunter, Wiley10 y Nist11 G1035
(W10N11).

También se llevd a cabo una cuantificacion de metabolitos secundarios por
cromatografia liquida de alta resolucién acoplado a un detector de Diodo-Array (Ultra-
high performance liquid chromatography coupled with Diode-Array UV-Vis detector
system, UHPLC-DAD-UV), marca Dionex Ultimate 3000 acoplado a una bombay a un
automuestriador de Thermo Scientific) en los extractos acuosos de S. quercicola
usando como referencia los siguientes compuestos fendélicos (Cuadro 11): vitexina
(295%), vitexina-2-O-ramnosido (298%), rutina (295%), quercetin-3-D-galactosido
(297%), epicatequina (298%), y quercetin-3-B-D-glucosido (290%). Las condiciones
del estudio fueron: columna de fase reversa Hypersil GOLD™ aQ C18 (2.1 X 100 mm),
fase movil A (solucion acuosa de acido acético al 0.1%) y B (MeOH:MeCN, 1:1 v/v). El
gradiente utilizado consistié en fase A con flujo constante de 0.450 mL/min al 90%,
después se disminuyd el gradiente linealmente al 85% de A en 10 min, se mantuvo
esta condicion por 15 min. Posteriormente el gradiente disminuyé a 80% de A en
5 min, finalmente bajé a 70% de A en 5 min. Por altimo, el gradiente fue restaurado a
80% en 5 min y alcanzé la condicion inicial en 2 min, se mantuvo asi por otros 2 min

antes de la nueva inyeccion. El tiempo total de corrida fue de 45 min. Los datos fueron
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recolectados y procesados usando Chromeleon Dionex software V7.2.9.11323

(Thermo Scientific)

Cuadro 11. Estandares para el analisis y cuantificacién de metabolitos secundarios

Estandar A nm Condiciones de la curva analitica Tr (min)
Vitexina 270 y=112666x - 0,0239, R?=0.9957 15.437
Vitexina-2-O-ramnosido 361 y=187184x - 0.3327 nm, R?=0.9916 15.443
Rutina 361 y =187184x - 0,3327, R? = 0.9916 22.653
Quercetina-3-6-D-glucosido 361 y=197774x - 0.321, R?=0.9676; 21.693
Epicatequina 270 y=70054x - 0.375, R?=0.9931 5.737
Quercetina-3-D-galactosido 361 y=814,45x - 5.8769, R2 = 0.9986. 37.443

7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Actividad antidiabética in vitro

Considerando que la forma tradicional de consumo de S. quercicola son las
decocciones. Estas se evaluaron mediante un tamiz biolégico por inhibicion de la
enzima a-glucosidasa determinado por medio de espectroscopia UV-Vis con el método
TGO. También se optd por evaluar otras formas de obtener extractos acuosos que

sean accesibles en el hogar como son infusion y el uso de microondas.

En el Cuadro 12 se presentan los resultados obtenidos. Los extractos de la planta
recolectada de Citrus sp. mostraron mayor actividad inhibitoria (P<0.05), siendo la
decoccion (SQCD) la que tuvo mayor actividad. Comparando con la referencia
(acarbosa), a excepcion de SQGI, todos los extractos mostraron mayor actividad
(P<0.05).
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Los extractos acuosos provenientes de la planta recolectada de Citrus sp. mostraron
mejor actividad inhibitoria, por lo que se procedié a realizar un estudio de inhibicion de
extractos organicos obtenidos por maceracion, percolacién y fraccionamiento de la

decoccion.

Los valores de Cls de todos los extractos fueron menores que la acarbosa, excepto las
fracciones apolares obtenidas por percolacion (SQCPHx y SQCPDCM). El extracto
metandlico por percolacion (SQCPMeOH) obtuvo la mayor inhibicion de la enzima
(P<0.05), seguido de la percolacion etandlica (SQCPEtOH) y la decoccién (SQCD.
Como se menciondé en la secciéon 5.7.2.1, SQCPMeOH fue sometido a un
fraccionamiento por precipitacion con MeOH/H.O. El estudio mostré un mayor efecto
inhibidor en las fracciones polares, pero en Fn-ButOH el efecto fue mayor en la fase
organica que se presume compuesta por metabolitos con menor polaridad que los

encontrados en la fase acuosa F3.

Se observo que los metabolitos secundarios con caracteristicas quimicas apolares
también presentan inhibicion de la enzima a-glucosidasa. Existen reportes de la
actividad inhibitoria de metabolitos obtenidos de fracciones apolares en la enzima

a-glucosidasa (Etsassala et al., 2019; Lianza et al., 2022) (Leit&o et al., 2013).

Los flavonoides son polifenoles que pueden ser aislados de las fracciones polares
obtenidas de plantas medicinales y que por su estructura quimica tienden a ser
mejores inhibidores que los terpenoides (Chu, Wu, & Hsieh, 2014) principalmente los
flavonoides glicosilados. Los compuestos mencionados han mostrado actividad
inhibitoria efectiva, con Cl,, > 12 uM (Lianza et al., 2022) (Proenca et al., 2017).

Considerando la informacién reportada, los compuestos contenidos en S. quercicola,
y los resultados obtenidos, se propone que los metabolitos secundarios que le otorgan
la actividad inhibitoria in vitro a S. quercicola son polifenoles. La actividad inhibitoria de
estos metabolitos secundarios es ampliamente conocida (Sun et al., 2020), pero en el
caso de la especie S. quercicola, aun se desconocen los metabolitos secundarios que

le otorgan sus propiedades antidiabéticas.
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En este estudio, de acuerdo con los resultados se observo que la actividad inhibitoria
tiene una dependencia respecto al hospedero de colecta, siendo los extractos acuosos
y orgénicos obtenidos de Citrus sp. los que mostraron mayor efectividad en inhibir la
actividad de la enzima. El hecho antes mencionado podria deberse a la presencia de
diferentes metabolitos bioactivos contenidos en los ejemplares estudiados o por una
diferencia de concentracion de los mismos debida a la interaccibn muérdago-
hospedero, las cual afecta la produccion de metabolitos secundarios en ambos
sentidos (Song, Wang, Xue, Peng, & Yang, 2022). En estudios previos de especies de
la familia Loranthaceae se ha reportado la actividad inhibitoria de la enzima

a-glucosidasa dependiente de hospedero (Mathew & T.G, 2022).

Por otra parte, las fracciones F1 y F2, obtenidas de SQCPMeOH no mostraron
diferencias en su actividad inhibitoria, pero F2 obtuvo mayor rendimiento. Se propone
llevar a cabo un perfil cromatogréafico por UHPLC de estas dos fracciones para conocer
si son fitoquimicamente distintas y contienen metabolitos diferentes con la misma

actividad bioldgica.

7.2 Actividad antidiabética in vivo

La actividad antidiabética de la especie S. quercicola en ratas Wistar se examiné
mediante dos modelos de estudio, el primero fue la evaluacion del efecto antidiabético
agudo de los extractos SQGD y SQCD en ratas Wistar euglicémicas, posteriormente
se evalug el efecto antidiabético subcrénico llevado a cabo con las mismas ratas

euglicémicas y con ratas diabéticas.
7.2.1 Efecto antidiabético agudo

La evaluacion del efecto antidiabético agudo consistid en la determinaciéon de las
concentraciones de glucosa mediante curvas de tolerancia a carbohidratos. El efecto
hipoglucemiante de las decocciones de la planta (SQGD y SQCD) fue comparado al
efecto inducido por farmacos de referencia con diferentes mecanismos de accion, los

farmacos utilizados fueron metformina y glimepirida. El efecto antihiperglucemiante se
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observo utilizando maltosa como sustrato de la enzima a-glucosidasa y la acarbosa

como farmaco de referencia para comparar el efecto.

A continuacion, se muestran los resultados de la determinacion de las concentraciones
de glucosa en las ratas, a las cuales se les administraron 5 mg/kg/mL de las
decocciones de S. quercicola, para llevar a cabo las curvas de tolerancia a
carbohidratos. Los resultados obtenidos en la curva de tolerancia a glucosa, Figura
15A, permiten observar el efecto hipoglucemiante de la planta no dependiente del
hospedero y sin diferencia con el efecto inducido por la metformina (M) y las dos
decocciones (SQGD y SQCD). Por otro lado, SQGD y SQCD mostraron diferencias en
las concentraciones de glucosa a los 30 y 60 min con la glimepirida (G) que obtuvo
concentraciones mayores (P<0.05). En el caso del efecto antihiperglucemiante, Figura
15B, se observa que no existio evidencia de un efecto dependiente del hospedero en
las decocciones, pero si mostraron un efecto antidiabético similar al observado usando

acarbosa (A) como tratamiento (P<0.05).

Estos resultados indican una actividad antidiabética in vivo no dependiente del
hospedero de recolecta de la especie S. quercicola, cuyas decocciones indujeron un
efecto hipoglucemiante similar a la metformina y un efecto antihiperglucemiante similar

a la acarbosa en ratas Wistar euglicémicas.

Los resultados obtenidos en la evaluacion del efecto agudo no concordaron con los
obtenidos en el estudio in vitro (Cuadro 12), donde si se observé una dependencia del
hospedero. Aunque se conoce que la actividad antidiabética de los muérdagos es
dependiente de hospedero (Orhan, Aslan, Sendogdu, Ergun, & Yesilada, 2005), se
debe tomar en cuenta que las ratas son un modelo mas complejo, la presencia de
metabolitos secundarios bioactivos que causen un efecto antihiperglucemiante por un
mecanismo de accioén diferente es posible. Por ejemplo, la inhibicién de la enzima
a-amilasa, este mecanismo de accion ya ha sido reportado in vitro en otros géneros
de la familia a la que pertenece Struthanthus, este es el caso de los extractos acuosos
de Dentrophthoe falcata (Naskar, Ray, Parui, & Mondal, 2019).
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7.2.2 Efecto antidiabético subcronico

En la Figura 16 se observa que las concentraciones de glucosa sanguinea
determinadas en las ratas diabéticas tratadas con SQCD fueron menores que las
obtenidas de las ratas diabéticas tratadas con SQGD en las semanas 3, 7, 10, 17y 20
(P<0.05). Por otra parte, las ratas diabéticas tratadas con el extracto SQCD resultaron
con concentraciones de glucosa en sangre similares a las ratas normoglucémicas pero
las ratas diabéticas tratadas con SQGD presentaron concentraciones mayores
(P<0.05).

El extracto SQCD mostro la habilidad de mantener la homedstasis de glucosa en ratas
diabéticas durante 20 semanas, por lo tanto, este efecto fue dependiente del
hospedero, lo que sustenta la teoria de la existencia de una diferencia en el perfil
fitoquimico dependiente de hospedero en la especie S. quercicola. Los metabolitos
secundarios con diversos mecanismos de accion antidiabética podrian inducir el
beneficio a largo plazo observado en el extracto SQCD pero no en SQGD (Caro-
Ordieres et al., 2020).

Estudios in vivo en ratas reportaron que especies de Viscum (muérdagos de la misma
familia que S. quercicola), exhiben efecto antiglicémico e insulinotrépico, lo que
disminuye los niveles de glucosa sanguinea e incrementa las concentraciones de
insulina (Szurpnicka, Kowalczuk, & Szterk, 2020). Este hecho resalta la importancia
del estudio de los extractos de plantas como tratamiento alternativo de la DMII, dado
que es requerida una combinacion del efecto farmacolégico de dos o mas
antidiabéticos orales para mejorar la homedstasis de glucosa en los pacientes y

retardar el desarrollo fatal de la patologia (Hallakou-Bozec et al., 2021).

El extracto metandlico de P. calyculatus, un muérdago del género Psittacanthus fue
reportado con actividad antidiabética atribuida a compuestos fendlicos, como taninos
condensados, catequina y acido galico, en ratas con diabetes inducida por STZ (Avila-
Acevedo & Cespedes., 2012). En el caso de género Struthanthus, se ha reportado el

efecto antidiabético de la rutina, un flavonoide aislado de S. subtilis, por medio de la
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inhibicion de la absorcion intestinal de carbohidratos, disminuciéon de la
gluconeogénesis, aumento de la utilizacion de glucosa y la estimulacion de la

secrecion de insulina por el pancreas (Ghorbani, 2017).

7.2.3 Evaluacion de las concentraciones de colesterol y triglicéridos

Se evaluaron los resultados de las concentraciones de colesterol y triglicéridos en los
grupos de ratas, tanto normoglucémicas como diabéticas durante la evaluacién del

efecto antidiabético subcronico, los mismos se muestran en la Figura 17.

Los resultados obtenidos concluyeron en el efecto de la planta es nulo y sin
dependencia de hospedero en las concentraciones de colesterol y triglicéridos
(P > 0.05), los cuales exhibieron niveles en el rango normal durante todo el estudio,
entre 33-115 mg/dl para colesterol y 52.2-186 mg/dl para triglicéridos (Ledén Gofii,
2011).

No se encontraron reportes previos sobre actividad antihiperlipidica en el género
Struthanthus, a pesar de que se ha reportado este efecto farmacologico en otras
especies de Lorantaceae. Este es el caso de los extractos acuosos de Ligaria
cuneifolia, un muérdago endémico de Brasil, los cuales mostraron disminuir los niveles
de colesterol y otros lipidos en estudios in vitro e in vivo, esta actividad fue atribuida a
las proantocianidinas contenidas en los extractos (Dominighini et al., 2015; Gonzalvez
et al., 2017).

La recaudacion de los pesos semanales, de cada una de las unidades experimentales
fueron importantes para determinar el estado fisico de las ratas, ademas de los otros
calculos derivados de esta recaudacion. Estadisticamente los grupos no fueron
diferentes (P>0.05), pero podrian ser biolégicamente diferentes.

Otro pardmetro analizado durante la evaluacion del efecto subcrénico de las
decocciones de S. quercicola fue el residuo de alimento no consumido por cada grupo
de estudio. El estado diabético del grupo Ctrl-STZ D coincidié con el mayor consumo
de alimento reportado durante las 20 semanas, esto evidencio la fisiopatologia
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diabética en las ratas (P<0.05). El grupo Ctrl-E fue el que menor consumo mostré
(P<0.05), por lo que se referencié como el consumo normal, dado que ese grupo fue
de ratas a las que se les administr6 solamente agua como tratamiento. En el caso de
las ratas euglicémicas tratadas con las decocciones mostraron mayor consumo de
alimento comparado con su grupo control. El grupo SQCD-STZ D mostré un menor
consumo de alimento, por lo que las ratas en ese grupo no evidenciaron fisiopatologia
diabética durante el estudio subcronico. Las ratas del grupo SQGD-STZ D, por otra
parte, mostraron un comportamiento diferente, dado que la cantidad de residuos de
alimento recolectado de este grupo fue menor que la del grupo SQCD-STZ D, pero

mayor que el grupo control (P<0.05).

La determinacién de peso corporal y residuos de alimentos consumidos son
parametros que suelen ser utilizados como indicador del sufrimiento y el estrés en los
animales durante el tiempo experimental. Puesto que el grupo Ctrl-E mostré
pardmetros normales, las variaciones en los demas grupos pueden ser atribuidos a la
fisiopatologia de la diabetes y a los tratamientos administrados (Ghasemi, Jeddi, &
Kashfi, 2021).

Las ratas del grupo SQCD-STZ D mostraron tasas de crecimiento menor (sin
sobrepeso) y nula evidencia de polifagia, por lo que el efecto de la planta sobre estos
pardmetros podria ser dependiente de hospedero. Estos datos son el primer reporte
del efecto de S. quercicola evaluado en ratas, por lo que se requieren estudios con
mayor sensibilidad para concluir sobre sus efectos farmacolégicos sobre estos

paradmetros.

7.3 Evaluacién del efecto hepatotoxico

La evaluacién del efecto hepatotédxico fue llevada a cabo posteriormente al estudio del
efecto antidiabético a largo plazo en las mismas ratas. Para evaluar el estado funcional
hepatico de las ratas euglicémicas y diabéticas tratadas por 20 semanas con los
extractos de S. quercicola se determinaron las concentraciones seroldgicas de las

enzimas hepaticas fosfatasa alcalina (ALP), aspartato aminotransferasa (AST) y
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alanino aminotrasferasa (ALT), y las concentraciones de bilirrubina total (TB),
bilirrubina directa (DB) y bilirrubina indirecta (IB), Cuadro 13.

Los valores normales para las enzimas de funcionamiento hepatico evaluadas son
ALP: 134-357 U/L, AST: 61-276 U/L y ALT: 41-83 U/L (Ledn Gofii, 2011). Las ratas
euglicémicas tratadas con las decocciones no mostraron incremento en la
concentracion de las enzimas, pero el grupo de ratas euglicémicas tratadas con el
extracto SQGD mostraron menos cantidad de ALP y ALT que su control y que el
extracto SQCD (P<0.05). Las mismas enzimas determinadas en las ratas diabéticas
en el grupo control obtuvieron concentraciones elevadas o en el borde de los valores
normales, como se espera debido al estado de salud. En el caso de las ratas diabéticas
tratadas con las decocciones registraron concentraciones menores y mas cercanas a
las normales (P<0.05), evidenciando un efecto hepatoprotector inducido por los
metabolitos secundarios de S. quercicola. Se observaron concentraciones menores de
AST y ALT en las ratas tratadas con SQGD que con las tratadas con SQCD (P<0.05).

El andlisis de las concentraciones de bilirrubina revel6 que las ratas tratadas con los
extractos obtuvieron menores concentraciones que las ratas en el grupo control, a las
gue se les administré agua destilada. La disminucién en las concentraciones de TB y
IB fue mas evidente en las ratas tratadas con SQGD (P>0.05). En el caso de las
concentraciones de las bilirrubinas determinadas en las ratas diabéticas se encontr6
una mayor disminucién de las concentraciones de TB, DB y IB en las ratas tratadas
con SQGD (P<0.05), aunque SQCD también disminuyé el dafio hepatico causado por
la diabetes, mostrando menores concentraciones de bilirrubinas en las ratas tratadas
con este extracto, comparandolas con las concentraciones obtenidas en las ratas
diabéticas control (P<0.05).

S. quercicola no indujo toxicidad en el higado después de ser administrada diariamente
por 20 semanas a ratas euglicémicas y diabéticas. El extracto obtenido por decoccion
de S. quercicola recolectada sobre el hospedero 1 (Guazuma ulmifolia) mostré mayor
efecto hepatoprotector que el extracto de la planta recolectada sobre el hospedero 2

(Citrus sp.). Esto sustenta la hipotesis de la existencia de diferencias en la composicion
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fitoquimica dependiente de hospedero. El efecto hepatoprotector se ha reportado en
estudios previos en especies de otros géneros de la familia Loranthaceae, por ejemplo,
los extractos acuosos de Tapinanthus globiferus mostraron incrementar la actividad de
las transaminasas y de la fosfatasa alcalina (Raceline et al., 2019). El muérdago mejor
conocido, V. album fue reportado con efecto hepatoprotector en estudios in vivo en
ratas, con disminucion de los niveles en los marcadores de dafio hepatico ALT y AST,
al igual que disminuy6 la concentracion de bilirrubina (Nazaruk & Borzym-Kluczyk,
2015). El efecto hepatoprotector en las plantas es atribuido principalmente a la
capacidad antioxidante de sus metabolitos secundarios (H. Wu et al.,, 2017). La
capacidad antioxidante de los extractos acuosos de S. quercicola fue reportada en
estudios previos (Alcantara-Quintana, Arjona-Ruiz, de Loera, Gamboa-Leon, & Teran-
Figueroa, 2022), pero los resultados reportados no concuerdan con el efecto
hepatoprotector dependiente del hospedero encontrado en esta evaluacion, dado que
los extractos acuosos de SQG revelaron menor capacidad antioxidante que los
extractos de SQC, por lo que el efecto sobre los marcadores de dafio hepatico
dependiente de hospedero podria atribuirse a diferencias entre los metabolitos
secundarios producidos en SQG y SQC.

7.4 Identificacion de metabolitos secundarios con actividad antidiabética

Considerando los resultados discutidos en la seccién 6.1, se realiz6 un analisis
fitoquimico por cromatografia de gases acoplado a masas de los extractos apolares,
los cuales también presentaron actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa in vitro.
Debido a que los extractos acuosos fueron los que presentaron mejor actividad
inhibitoria in vitro, y fueron los estudiados en los ensayos in vivo, se realiz6 una
cuantificacion de metabolitos secundarios por cromatografia de liquidos de alta

resolucion.
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7.4.1 Identificacion por CG/EM

La mayoria de los compuestos identificados en los extractos obtenidos por percolacion
con hexano, (SQCPHx) y con diclorometano (SQCPDCM) fueron esteroles y
triterpenos conocidos, algunos ya descritos previamente en el género y ampliamente
distribuidos en la familia Loranthaceae (Barlow, 1997). Los triterpenos y esteroles
tienen varios mecanismos de accion antidiabético, entre los que se encentra la
inhibicién de a-glucosidasa (Jayaraman, 2021; Nazaruk & Borzym-Kluczyk, 2015), por
lo que el efecto inhibitorio exhibido por estos extractos apolares de S. quercicola

podrian ser atribuidos a estos tipos de metabolitos.
7.4.2 Cuantificacién por UHPLC

Se llevé a cabo una cuantificacion de metabolitos secundarios por UHPLC en los
extractos acuosos de S. quercicola, usando como referencia los siguientes
compuestos fendlicos: rutina (295%), vitexina (295%), vitexina-2-O-ramndsido (298%),
quercetina-3-D-galactosido (297%), epicatequina (298%), y quercetina-3-8-D-
glucésido (290%). Estos fueron elegidos por ser compuestos fendlicos comunmente
encontrados en la familia Loranthaceae, en los muérdagos o por ser flavonoides mas
comunes encontrados en plantas con enlace C-glicosilado, los resultados se muestran

en el cuadro 15 y las estructuras quimicas en la Figura 20.

Se encontraron cuatro compuestos de los seis evaludos, dos de los mismos estuvieron
presentes en todos los extractos acuosos, independientemente del tipo de extraccion.
Aungue la concentracion si fue afectada, uno de ellos estuvo en menor concentracion
en los extractos obtenidos por microondas y en mayor concentraciéon en los extractos
por decoccidn. Otro compuesto se encontré en menor concentracion en las infusiones
y en mayor concentracion en las decocciones. El hospedero también afecto en las
concentraciones de algunos metabolitos secundarios, los cuales se encontraron en
mayor concentracion en todas las extracciones de la planta recolectada sobre Citrus

sp. (H2). Uno de los compuestos solo fue encontrado en la planta recolectada sobre
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Citrus sp. (H2) sin importar el tipo de extraccion. Otro metabolito secundario sélo fue

identificado en la infusion de la planta recolectada sobre Guazuma ulmifolia.

Los efectos farmacologicos benéficos a la salud de la vitexina fueron previamente
reportados, estos incluyen regulacion de la homedstasis de glucosa, metabolismo de
grasas Yy hepatoproteccion. La actividad antidiabética consiste en la promocién de la
utilizacion de glucosa por traslocacion de GLUT4 via PI3K/Akt. La vitexina protege al
pancreas del dafio via Nrf2 y antioxidasas (Ganesan, Ramkumar, & Xu, 2020), esto
evita el avance de la fisiopatologia de la diabetes. Estos reportes son concordantes
con los resultados obtenidos en la evaluacion de los extractos acuosos de
S. quercicola, dado que la vitexina se encontrd en las colectas de ambos hospederos
(SQG y SQC) pero a diferente concentracion. Este hecho podria explicar el efecto
antidiabético agudo no dependiente de hospedero y el efecto subcrénico dependiente
de hospedero resultante en la evaluacion. También se encontr6 que el mecanismo del
efecto antidiabético agudo de S. quercicola es similar al mecanismo de la metformina,
la cual promueve la utilizaciéon de glucosa y también tiene efecto sobre la utilizacién de
los lipidos (Peng et al., 2019). De acuerdo con lo anterior, el grupo de ratas diabéticas
tratadas con SQC no sufrieron sobrepeso, ni mostraron deterioro por la patogenia de
la diabetes, como es el dafio hepatico. Todos los anteriores beneficios podrian ser
atribuidos a la vitexina contenida en S. quercicola, dado que este compuesto ha
mostrado ser hepatoprotector (Peng et al., 2021; Wu, Li, Li, & Song, 2017).

Vitexina-2-O-ramnosido puede mejorar el peso corporal en ratones inmunosuprimidos
con pérdida de peso (ilun Wang, 2022,), esto podria explicar las tendencias de mayor
tasa de aumento de peso en las ratas euglicémicas tratadas con SQG y SQC en
comparaciéon con su control, gue fue menor. Este compuesto, también es un inhibidor
de la enzima a-glucosidasa al igual que Quercetina-3-6-D-glucésido (Xiao, Capanoglu,
Jassbi, & Miron, 2016), el primero se encontré en mayor concentracion en SQC vy el
segundo sélo fue encontrado en los extractos de SQC. Lo antes mencionado podria
explicar la actividad inhibitoria de la enzima a-glucosidasa dependiente de hospedero

encontrada en S. quercicola. Quercetina-3-8-D-glucésido fue reportado con efecto
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hepatoprotector en ratas con hepatotoxicidad inducida por acetaminofen (Shanmugam
et al., 2016), esta accion farmacolégica podria haber contribuido a la disminucion del

dafio hepético en las ratas diabéticas tratadas con la decoccion de SQC.

Epicatequina soOlo fue encontrado en SQG, este compuesto en particular es un
antioxidante por excelencia y protege a los tejidos del estrés oxidativo causado por el
exceso de radicales libres de oxigeno, rediciendo al glutatién, en estudios previos in
vivo. Este compuesto fue reportado con actividad reguladora positiva sobre los
pardmetros de la funcion hepatica en ratas intoxicadas con CCI4 (Alkinani et al., 2021).
La existencia dependiente de hospedero de este compuesto en S. quercicola podria
explicar el efecto hepatoprotector observado en SQG pero no en SQC en ratas
euglicémicas, dado que se debe tomar en cuenta la senescencia de las ratas, lo que
causa un deterioro en el metabolismo de las ratas en general (Garg, Singh, Singh, &
Rizvi, 2017).

7.4.3 Fraccionamiento de SQCPMeOH

Como se mencioné en la seccién 5.7.2.1, la percolacion metandlica de S. quercicola
recolectada de Citrus sp. presento dos fracciones, F1 soluble en agua y F2 no soluble
en agua. A esta Ultima fraccion se le realiz6 una particion con n-butanol resultando una
fase acuosa (F3) y una nueva fraccion denominada PNBuUtOH la cual resulté con la

mejor actividad inhibitoria sobre la enzima a-glucosidasa (Figura 10).

Se tiene como perspectiva la identificacion por UHPLC y el aislamiento de los
metabolitos contenidos en la fraccion activa Fn-ButOH para comparar los resultados

con los obtenidos en el estudio por UHPLC de los extractos acuosos.
8. CONCLUSION

Todos los compuestos cuantificados por UHPLC son compuestos conocidos, sus
mecanismos de accion antidiabética ya han sido reportados con anterioridad por otros
autores. Los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad inhibitoria en la

enzima in vitro y en los estudios de los efectos antidiabéticos agudo, subcronico y la
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evaluacion del efecto hepatotdxico in vivo, concuerdan con la actividad biolégica
reportada en la literatura para dichos compuestos, por lo que la actividad antidiabética
observada en los extractos de S. quercicola podria ser atribuida a los flavonoides antes
mencionados, por lo que se acepta la hipotesis nula. El estudio proporciona un soporte
cientifico al uso medicinal de S. quercicola como tratamiento alternativo para la DMT2
y reporta que no tiene efecto hepatotoxico posterior a su administracion en forma de
decoccion durante 20 semanas en ratas Wistar, tanto diabéticas como

normoglucémicas.
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Dioicas: Tipo de sexualidad en las plantas, referente a unisexual o bisexual.
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Endofitico: Definicion literal, dentro de la planta. Propiedad de un organismo para

subsistir dentro de una planta.
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Endosperma: Tejido importante en la semilla que proporciona nutrientes al embrién y

a las primeras fases del desarrollo de la planta.

Epifitas: Plantas que crecen sobre otro vegetal u objeto usandolo solamente como

soporte (parasitosis mecanica), pero que no lo parasita nutricionalmente.
Escandentes: Trepadoras.

Extractos naturales: Son productos obtenidos a partir de productos de origen animal,

vegetal o microbiano, con solventes permitidos.
Euglicémico: Estado normoglucémico, concentracion normal de glucosa en sangre.

Fitoquimica: Disciplina cientifica que tiene como objeto el aislamiento, analisis,
purificacion, elucidacion de la estructura y caracterizacion de la actividad biolégica de

diversas sustancias producidas por los vegetales.

Foliadas: Disposicion que mantienen las hojas respecto a las otras cuando estan de

las yemas, en la foliacidn las hojas no se tocan. Sinénimo de estivacion.

Glucogénesis: Ruta anabdlica por la que tiene lugar la sintesis de glucégeno (también
llamado glicégeno) a partir de un precursor mas simple, la glucosa-6-fosfato. Se lleva

a cabo principalmente en el higado, y en menor medida en el musculo.

Glucogendlisis: Es un proceso catabdlicoy hace referencia a la degradacion

de glucdgeno a glucosa o glucosa-6-fosfato.

Gluconeogénesis: Ruta metabolica anabdlica que permite

la biosintesis de glucosa a partir de precursores no glucidicos.

Hemiparasita: Plantas que dependiendo de las condiciones en las que se encuentra,

puede comportarse como parasita o epifita.

Hiperinsulinemia: Estado clinico donde la cantidad de insulina en sangre es mayor a

la normal.

Inflorescencias: Ramas del tallo con crecimiento limitado, portadoras de flores.
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K: Elemento quimico, Potasio.
Leprechaunismo: Forma congénita de resistencia extrema a la insulina.

Metabolito secundario: Compuestos organicos producidos por bacterias, hongos o
plantas, los cuales no estan directamente involucrados en el crecimiento, desarrollo o

reproduccion normal del organismo.

Na: Elemento quimico, Sodio.

Patogénesis: Proceso por el cual se desarrolla una enfermedad o trastorno.
Polidipsia: Sed en exceso.

Polifagia: Comer en exceso.

Poliuria: Es un gasto urinario excesivo.

Proteina G: Proteina fijadora de nucleétido de Guanina) son una familia de proteinas
transductores de sefiales desde el receptor al que estan acopladas hasta una o mas
proteinas efectoras y dependen del nucleétido guanosin-trifosfato (GTP) para su

activacion.

Receptores de adenosina: Son una familia de proteinas G acopladas a los receptores
Al, A2A, A2B y A3, distribuidos ampliamente en casi todos los tejidos del cuerpo

humano.

Sindrome de "stiff-man": También conocido como sindrome de la persona rigida. Se
caracteriza por un cuadro de rigidez muscular y espasmos, generalmente de caracter

axial.
Spliceforma: Forma de empalme de una proteina.

Subcrénico: Contacto entre un agente quimico, fisico o bioldgico y un organismo por

un periodo intermedio de tiempo (normalmente, semanas 0 meses).

Transactivacion génica: Incremento en la tasa de expresidn génica debida a

determinados procesos biolégicos o bien de un modo artificial
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Vacor: Raticida asociado a la cetoacidosis diabética aguda.

Vector: Cualquier organismo que transporta y transmite a otro organismo vivo un

microorganismo causante de enfermedades (agente patdgeno).
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