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Resumen
Actualmente, la nanotecnología farmacéutica se enfoca al desarrollo de formulaciones de agentes terapéuticos en 
nanocomplejos biocompatibles como las nanomatrices. En este proyecto se evaluó el efecto antidiabético de las 
nanomatrices de óxido de titanio (TiO2) con extracto de Stevia rebaudiana bertoni (TiO2-SrB), una planta con propiedades 
hipoglucemiantes y antihiperlipidemicas en ratas diabéticas inducidas con aloxano (200 mg/kg, ip). Los resultados 
muestran la disminución signi!cativa en la concentración de glucosa desde las 24 horas y hasta los 30 días posteriores a 
la administración de TiO2-SrB. Así mismo, la concentración de insulina, hemoglobina glicosilada, colesterol y triglicéridos 
mostraron una recuperación signi!cativa a sus niveles normales. Los resultados sugieren que las nanomatrices de 
TiO2-SrB muestran una actividad hipoglucemiante y antihiperlipidemica prolongada, considerándose como una opción 
terapéutica para la diabetes Mellitus (DM).

Abstract
Stevia Rebaudina Bertoni (SrB) is a plant with properties hypoglycemic and antihyperlipidemic. SrB has become a lead 
candidate for the treatment of Diabetes Mellitus (DM). Importantly, nanostructures in general and titanium dioxide (TiO2) 
in particular have become e"ective tools for drug delivery. This project evaluated antidiabetic e"ect of TiO2 
nanostructured-conjugated SrB (TiO2-SrB) when given in animal model of DM. Male rats DM-phenotype was induced by 
alloxan (200 mg/kg, ip). The coadministration of TiO2-SrB induced a signi!cant decrease in the glucose concentration at 
24 hours and 30 days. Likewise, the concentrations of insulin, glycosylated hemoglobin, cholesterol, and triglycerides 
showed a signi!cant recovery to basal levels. These results suggest that the TiO2-SrB has a potent activity and prolonged 
as hypoglycemic and antihyperlipidemic. TiO2-SrB can be considered as an e"ective treatment option for DM.
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Introducción

La Diabetes Mellitus (DM) es un trastorno metabólico crónico 
de múltiples etiologías, caracterizado por la hiperglucemia 
consecuencia de una alteración en la secreción y/o acción de la 
insulina, que además afecta el metabolismo de los lípidos y las 
proteínas.1 La importancia de esta patología deriva de su 
frecuencia y de sus complicaciones crónicas, constituyendo una 
de las principales causas de morbilidad y mortalidad prematura 
en la mayoría de los países desarrollados y sub-desarrollados.2

De acuerdo a la Federación Mexicana de Diabetes (FMD) en 
México la población con diabetes fluctúa entre los 6.5 millones 
y 10 millones. La prevalencia nacional de diabetes en personas 
de 20 a 79 años, en 2009 fue de 10.1%. La DM afecta 
actualmente a más de 285 millones de personas en el mundo y 
se espera que alcance los 438 millones en 2030 a menos que se 
tomen medidas preventivas urgentes.3

La medicina tradicional deriva principalmente de las plantas, 
las cuales actualmente, representan un potencial terapéutico 
para la DM.4,5 La organización mundial de la salud ha 
recomendado la evaluación del tratamiento con extractos de 
plantas medicinales para dicha patología, ya que son eficaces, 
con menos efectos secundarios y se considera que son 
excelentes candidatos para la terapia oral. Recientemente, se ha 
demostrado por estudios experimentales y clínicos, que muchas 
plantas poseen actividad hipoglucemiante así como una 
disminución o la nula aparición de alteraciones secundarias, 
propias de la enfermedad.6

La Stevia rebaudiana bertoni (SrB), conocida también como 
“hierba dulce”, es una planta arbustiva perenne perteneciente a 
la familia Asteraceae que se propaga naturalmente en el noreste 
de Paraguay.7 Las hojas de SrB contienen aproximadamente el 
4 - 15 % de steviosidos, los cuales han sido aislados y 
caracterizados por estudios químicos y espectrales.8, 9 Estos 
compuestos son intensamente dulces (150-300 veces más dulce 
que el azúcar) pero no son calorigénicos. Las hojas se han 
utilizado tradicionalmente desde hace cientos de años en 
Paraguay y Brasil para endulzar tés y como medicina 
tradicional.10

La SrB presenta diversas propiedades farmacológicas 
incluyendo la actividad antioxidante, antihipertensiva, 
antihiperlipidemica y cardiovascular.10, 11 Recientes estudios 
han demostrado que la SrB estimula la secreción de insulina de 
ODV� FpOXODV� ơ²SDQFUHiWLFDV� \� FDXVD� QRUPRJOLFHPLDV� \�
normolipidemias en ratas diabéticas tratadas con aloxano.12, 13 
En este sentido la SrB proporciona evidencia de su uso tradicional 

en el control de la DM. Sin embargo, se ha demostrado que se 
requieren administraciones continuas de SrB para causar el 
efecto normoglucemiante.14 Una manera de combatir este 
problema es desarrollar un sistema de liberación controlada de 
SrB, con la finalidad de reducir la dosis y hacer que la SrB esté 
disponible en los sitios diana y que su actividad sea prolongada. 
Una gran variedad de sistemas han sido desarrollados y 
utilizados, incluyendo liposomas, micelas, dendrímeros, y 
copolímeros.

Actualmente, los nanomateriales de óxido de titanio (TiO2) han 
llamado la atención como posibles sistemas de liberación.15 Las 
nanomatrices de TiO2, son químicamente inertes, hidrofílicas y 
de fácil síntesis, además de poseer alta resistencia mecánica y 
baja toxicidad.16 Recientemente han sido implantados en 
amígdala de ratas con epilepsia inducida mediante cirugía 
estereotáxica obteniendo resultados óptimos, encontrando que 
las matrices porosas de TiO2 liberan su contenido de forma 
controlada y por un periodo aproximado de 500 horas.17 En este 
sentido, nosotros realizamos la síntesis de las nanomatrices de 
TiO2 con el extracto de SrB para emplearlo como un sistema de 
liberación controlada del extracto. De ahí que el objetivo de este 
trabajo fue evaluar la actividad hipoglucemiante y la 
antihiperlipidemica de las nanomatrices de TiO2-SrB 
administradas por vía intraperitoneal en ratas diabéticas.

Material y método

Extracción del extracto de SrB
Las hojas de SrB se recolectaron en una zona suburbana de 
Paraguay y fueron autentificadas por el personal experto del 
jardín botánico de la Benemérita Universidad Autónoma de 
Puebla (BUAP). Las hojas de SrB se secaron (40º C), se 
pulverizaron y maceraron exhaustivamente con etanol al 96% 
(2:50, planta : solvente). Después de filtrar, el extracto se 
concentró a 65º C a través de un rotavapor. El producto 
concentrado fue empleado para formar las nanomatrices de 
TiO2-SrB.

Preparación de las nanomatrices de TiO2-SrB
En un sistema por reflujo con agitación constante y a una 
temperatura de 70º C, se preparó una solución homogénea con 
150 mL de alcohol butílico, 10 mL de agua desionizada, 0.5 g de 
SROLYLQLOSLUUROLGRQD� \� ��� ƫ/� GH� HVWUDWR� GH� 6U%��$� ���� &� GH�
reflujo se agregó (a la solución) gota a gota 21.5 mL de solución 
n-butóxido de titanio (97%, Sigma-Aldrich). La solución final 
con propiedades de gel se sumergió en un recipiente con hielo 
por 15 min a 3º C. Se elimina el solvente en un rotavapor a 50° 
C con vacío. Se obtiene las nanomatrices de TiO2-SrB.18

Las nanomatrices de TiO2-SrB se caracterizaron por 
espectroscopia UV - visible (UVVIS), espectroscopia infrarroja 



38

Rev Mex Cienc Farm 44 (4) 2013

(FTIR), difracción de rayos X (DRX) y microscopia electrónica 
de barrido (SEM).

Animales
Se utilizaron ratas macho de la cepa Long Evans (n = 21) 
proporcionadas por el Bioterio Claude Bernard de la BUAP. El 
rango de peso fue de 300 a 400 gramos. El uso y cuidado de los 
animales se realizó en concordancia con lo establecido en la 
norma 062-ZOO-1999, a los ordenamientos establecidos en la 
guía National Research Counsel (NRC) y al comité de 
investigación de usos de animales de laboratorio de la BUAP.

Protocolo de administración
Se formaron tres grupos experimentales (n = 7 por grupo): 1) 
Control +  nanomatrices de TiO2 vacías (Control + TiO2); 2) 
Aloxano + nanomatrices de TiO2 vacías (Aloxano + TiO2) y 3) 
Aloxano + nanomatrices de TiO2 con SrB (Aloxano + 
TiO2-SrB).
El aloxano (200 mg / kg en buffer de citratos 0.1 M, pH 4.5) se 
administró por vía intraperitoneal (i.p.) durante tres días 
consecutivos previo a la administración de las nanomatrices. La 
dosis de aloxano fue seleccionada en base a diversos reportes.12, 20

Finalizada la administración de aloxano se tomaron muestras de 
sangre y se determinaron los niveles de glicemia. Los animales 
que presentaron concentraciones mayores a 150 mg / dL de 
glucosa se consideraron como diabéticos.
Posteriormente, las nanomatrices vacías (1g / Kg, en agua 
estéril a 37º C) y con SrB (1g / Kg, en agua estéril a 37º C) se 
administraron por vía i.p. respectivamente.

Para evaluar el curso temporal del efecto hipoglucemiante de 
las nanomatrices con SrB, se determinaron los niveles de 
glucosa en sangre a las 0, 4, 8, 16 y 24 horas, así como a los 4, 
8 16, 20, 24 y 30 días después la administración de cada uno de 
los tratamientos respectivos, con previo ayuno de 8 horas. La 
determinación de glucosa se desarrolló mediante el uso de un 
glucómetro digital (marca ACCU-CHEK active), basándose en 
la reacción glucosa oxidasa/peroxidasa.

Evaluación del efecto de las nanomatrices de TiO2 con 
Stevia sobre la hiperglicemia e hiperlipidemia inducida por 
aloxano

Trascurridos 31 días de la administración de TiO2 y TiO2-SrB, 
los animales de cada grupo experimental fueron sacrificados 
por dislocación y por punción cardiaca se recolectaron muestras 
de sangre para cuantificar glucosa, insulina, hemoglobina 
glicosilada, colesterol y triglicéridos. Las muestras colectadas 
fueron centrifugadas a 3.000 rpm durante 5 minutos. Las 
determinaciones séricas fueron determinadas por los métodos 

enzimáticos colorimétricos respectivos siguiendo los protocolos 
marcados por el proveedor según las técnicas específicas para 
cada determinación con reactivos BioSystem y analizadas en un 
espectrofotómetro semiautomatizado (RA-50 de Bayer).

Análisis estadístico
Las datos fueron expresados como la media ± el error estándar 
de la media (ESM) para todos los experimentos. 
El análisis estadístico se desarrolló, por medio de una ANOVA 
de una vía y un nivel de confianza de 95% y cuando fue 
necesario, se compararon las medias aplicando la prueba de 
Bonferroni.

Resultados y discusión

En el presente estudio se abordó el efecto hipoglucemiante y 
antihiperlipidemico de las nanomatrices de TiO2-SrB en un 
modelo animal de DM inducido con aloxano, el cual es un 
agente tóxico, que al ser administrado en roedores genera 
cambios metabólicos similares a la DM. De tal manera que el 
aloxano se emplea como un diabetogénico experimental para 
evaluar la efectividad de nuevos fármacos con propiedades 
hipoglucemiantes.19, 20 

La evaluación de la glucemia y la lipidemia determina el grado 
de daño metabólico que existe en los animales de 
experimentación. Los resultados del presente trabajo, muestran 
que el tratamiento con TiO2-SrB ocasionó un efecto 
hipoglucemiante y antihiperlipidemico en las ratas diabéticas 
inducidas con aloxano, respecto al grupo administrado con 
aloxano + TiO2. Por otra parte, el grupo administrado con el 
vehículo + TiO2 mostró concentraciones de glucosa y lípidos 
dentro de los valores considerados fisiológicamente normales 
para los animales de experimentación.

En la figura 1A se muestra la concentración de glucosa de ratas 
diabéticas después de 0, 4, 8 y 12 horas de la administración del 
TiO2-SrB. Los resultados indican que no existe diferencia 
significativa entre el grupo tratado con aloxano + TiO2 y 
aloxano + TiO2-SrB. 

Por otra parte, al comparar la concentración de glucosa a los 1, 
4, 8, 16, 20, 24 y 30 días en las ratas con aloxano después de la 
administración de TiO2-SrB, se observa una disminución del 7, 
16, 78, 86, 93, 97 %, respectivamente, cuando se compara con 
el grupo de aloxano + TiO2 (Figura 1B). Una disminución que 
resulta significativa a partir de las 24 horas posteriores al inicio 
del tratamiento, observando el efecto hipoglucémico durante los 
30 días posteriores a la administración de TiO2-SrB (ANOVA 
de una vía, post-prueba de Bonferroni, p<0.05).
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Figura 1. Efecto de la administración de las nanomatrices de 
TiO2-SrB sobre el curso temporal de la hiperglucemia inducida 
por el aloxano en ratas. 
Los niveles de glucosa en sangre se determinaron a las 0, 4, 8, 16 y 24 
horas (A), así como a los 4, 8 16, 20, 24 y 30 días (B) después de 
administrar las nanomatrices de TiO2-SrB (1g / kg) en ratas diabéticas 
(aloxano, 200 mg / Kg). Los grupos controles se administraron con el 
vehículo del aloxano y con las nanomatrices vacías (Vehículo + TiO2 y 
aloxano + TiO2) bajo las mismas condiciones experimentales (n = 7 
por grupo). Los datos muestran el promedio de la concentración de 
glucosa (mg / dL) ± ESM de cada grupo respectivamente. (ANOVA de 
una vía, post-prueba de Bonferroni, ***p<0.001).

Como se ha demostrado, el aloxano es una toxina especifica que 
GHVWUX\H� ODV� FpOXODV� ơ�SDQFUHiWLFDV�20 provocando que la 
insulina secretada no sea suficiente para regular la glucosa en 
sangre, de ahí que los estudios de laboratorio desarrollados 31 
días después de la administración de los tratamientos indican el 
aumento significativo en la concentración de glucosa (51%) del 
grupo con aloxano + TiO2 respecto al grupo control + TiO2 
(Figura 2 A y B). En consecuencia la concentración de la 
hemoglobina glicosilada del grupo aloxano + TiO2 resultó 
mayor (38 %) respecto al grupo control + TiO2 (Figura 2 C) 
(ANOVA de una vía, post-prueba de Bonferroni, p<0.05).

Figura 2. Efecto de la administración de las nanomatrices de 
TiO2-SrB sobre la concentración de glucosa, hemoglobina 
glicosilada e insulina en ratas administradas con aloxano. 
La cuantificación se realizó en plasma a los 31 días después de la 
administración de TiO2-SrB (1 g / Kg) o TiO2 (1 g / Kg) en ratas 
tratadas con aloxano (200 mg / Kg) o vehículo. En la grafica A se 
muestra concentración de glucosa (mg /dL) en plasma y en las graficas 
B y C se muestra el porcentaje de hemoglobina glicosilada y la 
FRQFHQWUDFLyQ� GH� LQVXOLQD� �ƫ8� �P/��� UHVSHFWLYDPHQWH�� /RV� GDWRV�
muestran el promedio ± ESM de cada grupo respectivamente. 
(ANOVA de una vía, post-prueba de Bonferroni,*p<0.05;**p<0.01; 
***p<0.001 (control + TiO2 vs aloxano + TiO2) y ##p<0.01; 
###p<0.001 (aloxano + TiO2 vs aloxano + TiO2-SrB).
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Por otra parte, los animales del grupo de aloxano + TiO2-SrB 
presentaron una menor concentración de glucosa (57 %) y 
hemoglobina glicosilada (28 %) respecto al grupo con aloxano 
+ TiO2 (Figura 2 A y C), asimismo el grupo con aloxano + 
TiO2-SrB registró una concentración mayor de insulina 
respecto al grupo con aloxano + TiO2 (Figura 2B). (ANOVA de 
una vía, post-prueba de Bonferroni, p<0.05). Esto demuestra 
por primera vez que las nanomatrices de TiO2-SrB revierten el 
efecto hiperglicemico que ocasiona el aloxano, debido a que los 
parámetros bioquímicos evaluados (glucosa, hemoglobina 
glicosilada e insulina) son estadísticamente similares al grupo 
control + TiO2.

Esta demostrado que el mecanismo de acción de la SrB es 
análogo a las sulfonilureas, debido a que bloquea los canales de 
K+� HQ� ODV� FpOXODV� ơ�SDQFUHiWLFDV�� GHVSRODUL]D� OD� PHPEUDQD� \�
promueve la apertura de los canales de Ca+2 dependientes de 
voltaje. En donde, el aumento de Ca+2 intracelular es crucial 
para inducir la secreción de insulina de las células 
ơ�SDQFUHiWLFDV�\�HQ�FRQVHFXHQFLD�FDXVDU� OD�GLVPLQXFLyQ�GH� OD�
glicemia, hasta alcanzar valores biológicamente normales.21 En 
este sentido, es probable que el tratamiento que recibieron las 
ratas diabéticas con las nanomatrices de SrB estimuló de forma 
FRQVWDQWH�OD�VHFUHFLyQ�GH�LQVXOLQD�HQ�ODV�FpOXODV�ơ�SDQFUHiWLFDV�
remanentes. En consecuencia, la insulina resultante del 
tratamiento con SrB promovió la disminución en la 
concentración de la glucosa y la hemoglobina glicosilada en el 
plasma de los animales diabéticos.10

Por otra parte, los lípidos desempeñan un papel tóxico 
importante en la DM, generalmente la concentración de lípidos 
se incrementa en esta patología.1 En nuestros resultados se 
observa que el grupo administrado con aloxano + TiO2 mostró 
un incremento significativo en la concentración de colesterol 
(229 %) y triglicéridos (230 %), respecto al grupo control 
(Figura 3). 
Por otra parte el tratamiento con las nanomatrices de TiO2-SrB, 
disminuyó la concentración de colesterol y triglicéridos en un 
185 y 212 % respecto a los animales tratados con aloxano + 
TiO2. El análisis estadístico indicó una diferencia significativa 
(Figura 3). (ANOVA de una vía, post-prueba de Bonferroni, 
p<0.05).

Los resultados revelan que la administración de las 
nanomatrices de SrB normalizaron el perfil lipídico de las ratas 
diabéticas, lo que demuestra el efecto hipolipidémico de la SrB, 
sin embargo, el mecanismo molecular por el que ocurre dicho 
efecto se desconoce por el momento.22 Asimismo otros estudios 
indican que el SrB también ejerce efectos antioxidantes y 
antiapoptoticos.23, 24 Mecanismos que en conjunto contribuyen 
a potencializar el efecto terapéutico de la SrB.

Figura 3. Efecto de la administración de las nanomatrices de 
TiO2-SrB sobre la concentración de colesterol y triglicéridos en 
ratas administradas con aloxano. 
La cuantificación se realizó en plasma a los 31 días después de la 
administración de TiO2- SrB (1 g / Kg) o TiO2 (1 g / Kg) en ratas 
tratadas con aloxano (200 mg / Kg) o vehículo. En la grafica A se 
muestra concentración de colesterol (mg / dL) y en la grafica B se 
muestra la concentración de triglicéridos (mg /dL), respectivamente. 
Los datos muestran el promedio de la concentración ± ESM de cada 
grupo respectivamente. (ANOVA de una vía, post-prueba de 
Bonferroni, **p<0.01; ***p<0.001 (control + TiO2 vs aloxano + TiO2) 
y ##p<0.01; ###p<0.001 (aloxano + TiO2 vs aloxano + TiO2-SrB)).

Hasta el momento, el presente trabajó describe por primera vez 
los efecto de las nanomatrices de TiO2-SrB sobre la 
hiperglicemia e hiperlipidemia en ratas tratadas con aloxano. El 
empleo de un sistema de liberación controlada de SrB resulta 
eficaz para restaurar el metabolismo de los carbohidratos y 
lípidos en un modelo de DM. 25

Nuestros resultados abren una nueva oportunidad para el 
tratamiento de esta patología, sin embargo son necesarios más 
estudios para comprender mejor el uso potencial de las 
nanomatrices de TiO2-SrB en las enfermedades metabólicas.
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