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RESUMEN

La presente investigacion se realiza con la finalidad de evaluar la actividad hipoglucemiante
de la planta Cissus Sicyodes en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2. Se exponen los
resultados preliminares de la identificacion fisicoquimica de los metabolitos secundarios
presentes en la planta cultivada en la regién costera de Lazaro Cardenas. La metodologia
seguida para la determinacién cualitativa de flavonoides y esteroles son las técnicas de
Shinoda y Libermann-Burchard, respectivamente, que forman parte del método de Wall y
colaboradores. Parala determinacion de Saponinas se usé el método de Cain. Los resultados
obtenidos en el allium test comprueban que la planta no tiene efectos téxicos sobre la
reproduccion celular. Las pruebas cualitativas de flavonoides, cumarinas, saponinas y
esteroles resultaron positivas, lo que indica la presencia de uno a varios compuestos
pertenecientes a estas familias. Estos resultados abren la posibilidad de la continuacién de
la investigacion para evaluar su posible actividad hipoglucemiante.
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INTRODUCCION

La planta Cissus Sicyoides se utiliza en el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 en la medicina
tradicional. Popularmente es conocida como tripa de vaca, bejuco, cortina del cielo (Argentina), uvilla
de culebra (Pert), uva loca 6 insulina vegetal. Es una planta perenne, trepadora o rastrera, con
zarcillos, lefiosa, que alcanza hasta los 10 m; las hojas son de color verde brillante, grandes, de 3 a
15 cm de largo por 2 a 13 cm de ancho, con forma oblonga o acorazonada. La medicina tradicional
le atribuye diversas propiedades: la savia de los tallos se usa como remedio para las hemorroides y
el reumatismo, como bebida diaria contra el gonococo y como antibacteriano en las dermatosis,
afecciones respiratorias, y digestivas. Infusiones calientes de tallos y hojas se utilizan como remedio
para aliviar la gripe e inflamacion muscular en la epilepsia. En el tratamiento de la diabetes ha sido
ampliamente usada, de ahi en nombre de insulina verde o insulina vegetal. Se han realizado varios
estudios farmacologicos usando ratas normales y diabéticas para valorar los efectos
hipoglucemiantes de las infusiones, encontrando efectos positivos en el control de la reduccion de la
glucemia vy triglicéridos (De Sousa, 2007), (Lefebvre, 2011); (Vessal et al,2003); Braga (2008),
reporta resultados positivos en la reduccién de la glucemia en un 35% con dosis de 4.5 mg/ kg y
con dosis de 13.5 mg/kg la reduccion fue de 60% en un periodo de 28 dias. Sin embargo también
existen estudios de casos clinicos sobre un grupo de pacientes voluntarios y en ratas donde se
reportan resultados negativos sobre la actividad hipoglucemiante de la planta, (Beltrame et al. 2001;
Hosana et al. 2009).
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La presencia de metabolitos secundarios en las hojas también ha sido objeto de estudio desde hace
tiempo. Weniger et al. (1984), encontraron como componentes de las hojas a los terpenoides,
esteroles, quinonas y compuestos fendlicos. De igual manera, Scull et al. (2000), demostraron la
presencia de taninos, compuestos reductores, triterpenos esteroides, aminoacidos, compuestos
grasos y flavonoides en las hojas. En estudios mas recientes, Braga, (2008), cuantificé los
compuestos fendlicos totales por técnicas cromatograficas reportando valores de 381.0, 52.0 y
2574.0 mg/ml en equivalente de acido tanico, dependiendo de la técnica de deteccion usada.
Beltrame et al. (2002), identificaron  mediante analisis espectrales las cumarinas: 5,6,7,8-
tetrahydroxycoumarina 5R-xilopiranésido, y sabandin, dos flavonoides: kaempferol-3 ramnésido
y quercetina 3-O ramnésido,, ademas de dos esteroles: sitosterol y 3beta-O-beta-D-
glucopyranosylsitosterol. Es en este contexto, que en esta investigacion se busca contribuir al estudio
de la planta Cissus Sicyoides y sus efectos como un agente antidiabético presentando los
resultados preliminares de dicho estudio.

JUSTIFICACION

Segun datos reportados por el INEGI, en 2014 la poblacién total de Michoacan fue de 4 millones 300
mil habitantes en el afio 2014, reportando 24 mil 840 defunciones en ese afio. Las causas principales
de las defunciones fueron enfermedades cardiacas, diabetes Mellitus y tumores malignos. Ante estas
estadisticas surge este proyecto en la busqueda de soluciones alternativas en la medicina tradicional
que resulten menos costosa que los tratamientos actuales de los que se sabe que pueden causar
efectos secundarios como cansancio, mareos, problemas respiratorios entre otros.

METODOLOGIA
Preparacion de la planta:

Las hojas dela planta fueron cortadas, lavadas y secadas en un horno marca “Felisa’® a una
temperatura de 100°C por 8 horas, G. Lefebvre, (2011). Después se trituré hasta obtener un polvo
fino tamizado en mallas nimero 16, 50 y 200.

Identificacién de Flavonoides:

Se llevé a cabo usando el método modificado de Wall, (J. Alarcén, 2012). 20 g de planta pulverizada

fueron puestos durante una hora en bafio maria con 100 mL de etanol al 95%. Se dejé enfriar para
continuar con el filtrado. El material fue lavado con 4 volimenes de 50 mL de etanol al 95%. El filtrado
y las soluciones limpiadoras se juntaron para evaporarse a 50 °C y a presion reducida hasta 50 mL.
Este concentrado se aforé a 100 mL. con agua. Después, la solucion se dividié en dos porciones,
una para flavonoides y otra para esteroles. La primera prueba realizada fue la de Shinoda (J. Alarcén,
2012), para determinar la presencia de flavonoides, en un tubo de ensaye al filtrado se le agregé un
pequefio trozo de magnesio y unas gotas de HCI concentrado. La obtenciéon de un color rojo o violeta
indica la presencia de flavonoides.

Identificaciéon de Esteroles:

Se siguio la técnica de Libermann-Burchard (Rossi, 2007). Se mezclé 1 mL. de anhidrido acético y
uno de cloroformo, se enfrié la mezcla a 0°C y se afiadio una gota de H2SOa. La solucién preparada
se mezcla con el extracto de la planta. Un cambio de coloracion a azul, verde, rojo, o amarillo en
funcién del tiempo indica que la prueba es positiva (J. Alarcén, 2012).

Identificacion de Saponinas:

Se utiliza el método de Cain descrito por (Pérez, (2006). Se colocaron 5 g de muestra en un cartucho
del equipo soxhlet, usando metanol como solvente. Se realizé la extraccidon hasta obtener una
coloracion rojo-café rojiza en el solvente. Una porcién del solvente se disolvié en H20 caliente (en
un tubo de ensayo) durante 15-30 minutos en bafio maria, agitando vigorosamente durante 3-5
minutos. La formacién de espuma con apariencia de panal de abejas, estable por unos 30 minutos
indica prueba positiva.
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Identificacién de cumarinas:

Obtencion del extracto: se pesaron 5 g de material vegetal fresco, se macer6 en un mortero
hidratando la muestra para facilitar el rompimiento de los tejidos, se pas6 la muestra completamente
macerada a un vaso de precipitados y se le adicioné agua hasta cubrir completamente la muestra
calentando a en bafio maria durante 10 minutos y filtrando en caliente. Para la identificacion de
cumarinas se tomé 1 mL. del filtrado en un tubo de ensayo y se adicionaron 2 gotas de solucion de
tricloruro férrico al uno por ciento. La aparicién de un color verde, azul o negro indica prueba positiva
para compuestos fendlicos.

Determinacion del grado de toxicidad de la planta mediante el Allium Test.

Se siguié la metodologia propuesta por Diaz et al. (2004). Bulbos de cebolla blanca (Allium cepa L.),
de 1.5 cm de diametro, secos y sin hojas o raiz, fueron limpiados con un bisturi para eliminar las
raices del area radicular y eliminar la epidermis seca. Los bulbos limpios se colocaron en agua
destilada por 2 horas para eliminar restos de tejidos y se dejaran secar. Se utilizaron 4 réplicas por
concentracién y un control con agua destilada. Se emple6 el método de dilucién en forma secuencial
usando como solucion madre 100 g de muestra fresca molida en 100 mL de agua destilada. De la
solucién madre se tomaron 50 mL. y se diluyeron con 50 mL. de agua para obtener la segunda
solucién y asi hasta obtener 4 diluciones. Se usaron pequefios recipientes en donde se les coloco
20 mL de solucién hasta el borde y se colocaron los bulbos dejando la zona radicular inmersa en el
liquido. Se dejaron durante 5 dias evitando la luz directa. Se utilizé una pipeta Pasteur para reponer
el volumen perdido por evaporacion o absorcién. Para finalizar se registré la longitud promedio de
las raices. El efecto de la. solucién en el crecimiento de las raices se efectio por comparacion en el
crecimiento de los bulbos de cebolla en las diferentes diluciones (Diaz, 2004).

DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos en la determinacion cualitativa de los metabolitos secundarios de la
planta Cissus Sicyoides se presentan en la tabla 1.

Tabla 1: Resultados de las diferentes pruebas

Prueba Resultados
Flavonoides Positivo
Cumarinas Positivo
Esteroles Positivo
Saponinas Positivo
Allium test Negativo

En las figuras 1, 2, 3 y 4 se muestran los cambios obtenidos en las diferentes soluciones que nos
indican la presencia de las familias estudiadas.

-

Figura 1. Identificacion positiva Figura 2. Identificacion de
de flavonoides. Cambio de Esteroles,
coloracion a naranja
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Figura 3. Identificacion de Figura 4. Identificacion de
saponinas cumarinas
La identificacion cualitativa de las diferentes familias que estan presentes en las hojas de Cissus
Sicyoides permite analizar los efectos positivos y negativos que se tendrian por consumo de la
planta.

La presencia de cumarinas (fenilpropanoides) se confirmé mediante el cambio de coloracion,
coincidiendo con lo reportado por Braga, (2008), por lo que resulta de interés evaluar el tipo y la
concentracién de ellas en las infusiones para consumo humano pues es conocido que algunos de
los derivados de la cumarinas tienen propiedades anticoagulantes (dicumarol o 4- hidroxicumarina)
Garcia, (2013). En dosis elevadas puede tener efectos hemorragicos. Las cumarinas que han sido
identificadas en otras investigaciones son 5, 6, 7,8-tetrahydroxycumarina 5R-xilopiranésido, y
sabandin.

La identificacion positiva de flavonoides en la planta Cissus Sicyoides resulta prometedora respecto
a su uso con efectos hipoglucemiantes, la coloracién obtenida fue un color naranja, similar al
obtenido por Alarcén (2012).

Los posibles flavonoides presentes en la planta Cissus Sicyoides son: kaempferol-3 ramnésido y
quercetina 3-O ramnésido, este Ultimo, estda siendo objeto de una gran variedad de estudios
biolégicos y farmacoldgicos sobre su accién en la produccion de insulina y como antioxidante. Vessal
et al. (2003). Torres-Piedra et al. (2010) describen a la quercetina como un potencial agente
antidiabético mediante la inhibicién de la enzima deshidrogenasa tipo 1 (11R3-hidroxiesteroide) la cual
es estimuladora de la accion de la hormona glucocorticoide, antagonista de la insulina. De la misma
forma Vessal et al. (2003) informé que la quercetina es estimuladora de la enzima glucoquinasa
hepatica.

La presencia de esteroles resulto positiva, lo que debe estar relacionado con la afirmacion de varios
investigadores que han dicho que el consumo de 1 y 3 g/dia de fitoesteroles reduce la concentracion
de colesterol (LDL, colesterol malo) y los triglicéridos (Braga, 2008). Quien encontré que la dosis de
13.5 mg / kg redujo los niveles de triglicéridos en un 70%.

La identificacién de saponinas resulté positiva, la coloracion del residuo fue rojo-café, al agitarlo se
formd espuma con apariencia de panal de abejas, similar al obtenido Pérez (2006). Este resultado
nos indica la necesidad de profundizar en el estudio de este grupo, para identificar el tipo de saponina
presente, debido a que las plantas que contiene saponinas sobre todo las llamadas sapotoxinas, que
presentan actividad hemolitica sobre los glébulos rojos sanguineos.
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En la figura 5 se presentan los resultados del ensayo de toxicidad realizado con bulbos de cebolla
Allium Cepa L mediante la evaluacion de la inhibicion del crecimiento promedio de raices. Puede
observarse el descenso del crecimiento de las raices a medida que la concentracion baja.
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Figura 5 : Prueba de toxicidad. Allium Test. Las pruebas se hicieron por
cuadruplicado.

Las figuras 6, 7 y 8 muestran los bulbos antes de someterlos al tratamiento en soluciones de la
planta Cissus, mientras las figuras 9, 10 y 11 muestran los mismos bulbos después de 5 dias de
tratamiento con las soluciones 3, 4 y el blanco.

Figura 6. Bulbo de Figura 7. Bulbo de Figura 8. Bulbo de
cebolla antes del cebolla antes del cebolla antes del
tratamiento en la tratamiento en la solucién tratamiento en el blanco

solucién 3 4
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Figura 9. Figura 10. Crecimiento de  Figura 11. Crecimiento
Crecimiento de las las raices después de 5 de las raices después
raices después de 5 dias de tratamiento con la de 5 dias de tratamiento
dias de tratamiento solucion 4 con la solucion blanco.

con la solucion 3

El resultado obtenido en el estudio de la toxicidad de la planta a través del allium test, indica que en
las concentraciones utilizadas no se inhibe del crecimiento promedio de raices por el contrario, en
concentraciones altas fue donde mayor crecimiento se tuvo por lo que se concluye que en esas
concentraciones, no se presenta actividad citotdxica que afecte el desarrollo de las células de la
reproduccién de los bulbos, resultados que coinciden con los reportados Lefebvre, (2011), en un
estudio similar.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La identificacion cualitativa de las diferentes familias que estan presentes en las hojas de
Cissus Sicyoides permite analizar los efectos positivos y negativos que se tendrian por
consumo de las infusiones hechas con hojas de la planta. Cualitativamente las pruebas de
los cuatro grupos de metabolitos resultaron positivas. Los metabolitos de mayor importancia
para el estudio de sus efectos hipoglucemiantes son los flavonoides y los esteroles.

El resultado obtenido en el estudio de la toxicidad de la planta a través del allium test, indica que con
las concentraciones utilizadas no se afecta el crecimiento de las raices de la planta por el contrario,
en concentraciones altas fue donde mayor crecimiento se tuvo por lo que se concluye que en esas
concentraciones, no se presenta actividad citotoxica que afecte el desarrollo de las células de la
reproduccion de los bulbos.

Los resultados obtenidos en este proyecto resultan promisorios para la continuidad de la
investigacién. La identificacion positiva de flavonoides y esteroles en la planta Cissus Sicyoides
resulta prometedora respecto a su uso con efectos hipoglucemiantes.
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