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Toselika Matinemikajya

“Kemantika nijmachilia
tlen timasehualmej tij chiaj
se tlacatl tlen nochi ueli
tlen nochi kimati,
tlen ueliskia tech makixtia.

Ni tlakatl tlen nochi ueli
uan nochi kimati
axkemaj asiki;
pampa touaya itskok
touaya nemi;
peuaya tlachia,
nojua kochtok”

Necesitamos caminar solos

“Algunas veces siento que los indios
Esperamos la llegada de un hombre
Que todo lo puede
Que todo lo sabe,

Que nos puede ayudar a resolver
Todos nuestros problemas.

Sin embargo, ese hombre que todo lo puede
Y que todo lo sabe
Nunca llegarg;
porque vive en nosotros
Se encuentra en nosotros
Camina con nosotros;
Empieza a querer despertar,
Auln duerme”

Natalio Hernandez
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1. Resumen.
La diabetes es un grupo de alteraciones metabdlicas de mudltiple origen que se
caracterizan por manifestar una hiperglucemia crénica y trastornos en el metabolismo de
carbohidratos, proteinas y lipidos (OMS, 2014 b). Esta enfermedad es actualmente la
segunda causa de mortalidad en México (INEGI, 2012). En México hasta 2012 se tienen
registradas mas de 300 especies vegetales que se usan como medicamentos herbarios
para tratar la diabetes, las cuales pertenecen a unas 70 familias diferentes registradas en
el Herbario Medicinal del IMSS (Esquivel et al., 2012). T. heracleifolia es un helecho que
se consume en infusidn en el ejido La Encantada, en Cazones, Veracruz para tratar casos
de diabetes en la poblacién. Con base en la metodologia de Lorke (1983) y Mata et al.,
2013 se realizaron ensayos de toxicidad aguda y efecto hipoglucemiante del extracto
acuso de T. heracleifolia, resultando una DLsy= 5065.177 mg/kg y diferencias significativas
entre las dosis 100 mg/kg y 300 mg/kg de extracto y el vehiculo (p<0.05). Con base en los
resultados de este estudio se aportan importantes datos de seguridad y eficacia de efecto

hipoglucemiante del uso tradicional de T. heracleifolia.

Palabras clave: medicamento herbario, extracto acuoso, Tectaria heracleifolia, diabetes

tipo 2, toxicidad aguda, hipoglucemiante.



2. Introduccién.

La diabetes constituye un grupo heterogéneo de trastornos metabdlicos de caracter
crénico, caracterizados por una concentracién anormal elevada de glucosa en sangre. La
diabetes tipo 2 o DT2 involucra un grupo heterogéneo de alteraciones que tienen en
comun el incremento de la glucemia en la sangre y la alteracion en el metabolismo de
lipidos y proteinas. Estd modulada por factores genéticos y ambientales; la incidencia de
ambos componentes establece el limite necesario para que se manifieste clinicamente.
Las causas de la hiperglucemia son poca cantidad de insulina secretada o resistencia de
las células del cuerpo a la accién de ésta, es decir no se puede utilizar eficazmente la
insulina producida. La enfermedad es progresiva y estd asociada con alto riesgo de
arterosclerosis, dafio renal, neuronal y ceguera; lo que la convierte en una de las

principales causas de morbilidad y mortalidad (Ramirez et al., 2013; Ramos et al., 2006)

En la actualidad, México es uno de los 10 principales paises de personas con diabetes,
pues por cada 100 millones de personas 8.7 millones de personas la tienen. En México la
diabetes es la segunda causa de muerte (IDF, 2013 a; INEGI, 2012).

Los datos de la ENSANUT 2012 identifican a 6.4 millones de adultos mexicanos con
diabetes ya diagnosticada; sin embargo, el nimero real podria ser incluso el doble. Del
total de personas que se identificaron como diabéticas en esta encuesta, el 16%
(aproximadamente 1 millén) reportaron no contar con proteccion en salud, mientras que
42% son derechohabientes del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), 12% se otras
instituciones de seguridad social, y 30% afiliados al Sistema de Protecciéon Social en
Salud (SPSS) (INSP, 2012).

La Federacion Internacional de Diabetes (IDF) establece que la carga humana y
financiera por la diabetes es muy grande, pues provoca 5.1 millones de muertes y ha
representado unos 548,000 millones de délares en gastos de salud; lo que equivale al
11% del gasto total en todo el mundo en 2013 (IDF, 2013 b). En México, el mayor gasto
en salud destinado a la DT2 es para medicamentos y para la atencién de sus
complicaciones, el menor recurso de destina al diagnoéstico y a la consulta médica (Alvear
& Cristina, 2010).



La prevencioén y el control de las enfermedades cronicas y degenerativas debe ser una
prioridad para el sector salud. Su crecimiento y letalidad lo justifican. El tratamiento eficaz
de los casos afectados es la alternativa que ofrece la mayor factibilidad para reducir a
corto plazo las consecuencias de las enfermedades como la diabetes. Sin embargo, la
atencién a estas enfermedades es costosa, tardia y poco satisfactoria en muchos casos
(Cordova et al., 2008).

Existen opciones farmacolégicas para el control del paciente con DT2 como insulinas,
sulfonilureas, biguanidas, tiazolidinedionas, meglitinidas, inhibidores de alfa-glucosidasas
e inhibidores de la dipeptidildipeptidasa-4. Ya sea como monoterapia 0 en sus diversas
combinaciones, el éxito de dichos tratamientos dependera de la respuesta clinica en los
pacientes, tanto de la enfermedad como de la presentacion de efectos adversos de los

mismos farmacos (Ramirez et al., 2013).

En los paises en vias de desarrollo, el amplio uso de la medicina tradicional se atribuye a
su accesibilidad y asequibilidad, ya que es a veces la Unica fuente de atencion y
prevencién sanitaria. De igual manera la medicina tradicional es también muy popular en
muchos paises puesto que esta firmemente arraigada en la cultura por ser la suma de
conocimientos, técnicas y practicas fundamentadas en las teorias, creencias y
experiencias propias (OMS, 2013 b). La medicina herbaria, consta de hierbas o materiales
herbarios, preparaciones y productos herbarios acabados cuyos ingredientes activos son
partes de plantas generalmente obtenidas a partir de poblaciones vegetales silvestres o
cultivadas (OMS, 2014 a). En el Herbario del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)
se tienen registradas mas de 300 especies vegetales, de unas 70 familias diferentes, para
el tratamiento de la diabetes tipo 2 (Esquivel et al, 2012).

Estudios etnobotanicos refieren que Tectaria heracleifolia (Willd.) Underw. es utilizada
para el tratamiento de enfermedades crénico-degenerativas como el cancer y la diabetes,
y también para tratar heridas e infecciones. Se le conoce como “Hierba del Sapo”, “Mano
de Sapo” en Veracruz, “Helecho Paraguas”, “Acanahuala” en Nuevo Leén y “Lengua de
Ciervo” en San Luis Potosi (Romo, 2013; Velazco et al., 2012; Alonso-Castro et al, 2012).
Sin embargo, no se conocen registros previamente publicados de la actividad
hipoglucemiante, ni de los atributos farmacolégicos que se le atribuyen (Alonso-Castro et
al., 2012).



Para entender el mecanismo de accion medicinal de las plantas se requiere conocer la
composicion quimica y la estructura de sus constituyentes, asi como de las diferentes
mezclas. Estas preparaciones actian de manera integral, no solamente en un érgano
especifico, como lo hace un principio activo o farmaco, sino que también lo hacen en
receptores de células de otros tejidos comprometidos, contribuyendo de cierta manera en

contrarrestar los efectos adversos.

Debido al aumento de la incidencia de la DT2 es necesario prevenir las complicaciones de
esta enfermedad mediante nuevas tecnologias de tratamiento con mezclas de plantas
seleccionadas para lograr una fitoterapia alternativa, eficaz y segura, sin efectos toxicos ni
otras complicaciones. Es necesario demostrar mediante estudios farmacoldgicos en
modelos animales que las mezclas de plantas seleccionadas por sus propiedades
quimicas y fisicoguimicas semejantes no producen toxicidad (Ramirez, et al, 2013).

3. Antecedentes.
3.1 Importancia de las Plantas medicinales.

Se le llama medicina tradicional a todo el conjunto de conocimientos, aptitudes y practicas
gue estan basados en teorias, creencias y experiencias indigenas de las diferentes
culturas, sean 0 no explicables, usados para el mantenimiento de la salud, asi como para
la prevencion, diagnostico, mejora o tratamiento de enfermedades fisicas o0 mentales.

Se basa en gran parte en los medicamentos herbarios los cuales son materiales vegetales
como hojas, flores, frutos, semillas, tallos, corteza, raices, rizomas, plantas completas o
fragmentos. Igualmente se pueden considerar a los jugos frescos, gomas, aceites fijos,
aceites esenciales, resinas y polvos secos de hierbas. Todas estas preparaciones y
productos herbarios acabados contienen principios activos conferidos por las diferentes

plantas, ya sea una o la mezcla de varias (OMS, 2014 a).

En los paises en vias de desarrollo, el amplio uso de la medicina tradicional se atribuye a
su accesibilidad y asequibilidad, ya que es a veces la Unica fuente préxima de atencién
sanitaria. Ademas resulta ser muy popular en muchos paises puesto que esta firmemente
arraigada a las costumbres y las creencias. Se practica en casi todos los paises del
mundo, y la demanda va en aumento.



A pesar de ser parte importante de la atencion a la salud, es frecuentemente
subestimada, por lo cual muchos paises reconocen actualmente la necesidad de elaborar
un enfoque coherente e integral que facilite a los gobiernos, los profesionales sanitarios v,
muy especialmente, a los usuarios de los servicios de salud, el acceso a este tipo de
medicina de manera segura, respetuosa, asequible y efectiva (OMS , 2013 b).

Al estudio integral e interpretacién del conocimiento, significado cultural, manejo y usos
tradicionales de los elementos de la flora que han sido transmitidos a través del tiempo
por un grupo humano se le llama etnobotanica (Hernandez-Xolocotzi, 1983). En la
investigacion etnobotanica tiene que tomarse en consideracion que la cultura es un
fendmeno colectivo que por lo tanto no se puede separar de su contexto ambiental e
histérico (Barrera, 1983). La medicina tradicional de cualquier pueblo tiene antigiiedad
histérica, utiliza plantas, minerales y animales que se encuentran en el ecosistema propio

y s congruente con su cosmovision, tradiciones e ideologia (Barba de Pifia Chan, 2002).

La medicina tradicional mexicana se conoce a través de las costumbres de los grupos
indigenas principalmente, asi como por referentes histéricos como los escritos de Fray
Bernardino de Sahagun, Martin de la Cruz, Juan Badiano, Francisco Bravo, Hernando
Ruiz de Alarcén y Francisco Hernandez. Ademas de las descripciones geograficas de los
jesuitas, y las aportaciones posteriores de Francisco Javier Clavijero y Francisco del paso
y Troncoso en el siglo XIX (Barba de Pifia Chan, B., 2002). Dentro de estas obras,
destaca el cddice de la Cruz-Badiano en el cual se describe y se constata el uso medicinal
de mas de 150 plantas nativas de México (Valverde, 1984).

El conocimiento herbolario de la poblacion mexicana esta constantemente adaptandose a
las nuevas circunstancias y cambios significativos, o que habla de la necesidad incesante
de encontrar recursos terapéuticos para enfermedades especificas de cada tiempo,
importantes por su alta incidencia en la poblacién. Histéricamente, la medicina tradicional
se ha utilizado para mantener la salud, prevenir y tratar enfermedades, en particular

enfermedades crénicas (Aguilar-Contreras et al., 2002).



3.2. Enfermedades crénicas degenerativas.

Las enfermedades crénicas son también conocidas como enfermedades crénicas no
transmisibles; y se caracterizan por ser de larga duracion y por producir dafios
progresivos en los individuos que las padecen. Las que tienen mas incidencia en las
poblaciones humanas son las enfermedades cardiovasculares, el cancer, las

enfermedades respiratorias crénicas y la diabetes.

Las enfermedades no transmisibles matan a 38 millones de personas cada afio, y casi el
75% de éstas se producen en paises de ingresos bajos y medios segun la OMS (2015).
Estas enfermedades solian asociarse a personas adultas y adultas mayores, sin embargo,
con el ritmo de la globalizacion, estas enfermedades han tenido incidencia en todos los
grupos de edad. Infantes, adultos y ancianos pueden ser vulnerables entre mas asociados
se encuentren a los factores de riesgo. Tales factores se dividen en dos grupos, los
comportamentables modificables como el consumo de tabaco, la inactividad fisica, una
dieta malsana y el uso nocivo del alcohol. De igual manera existen los factores
metabdlicos/fisiologicos, que influyen de manera mas fuerte y rapida en el incremento del
riesgo de padecer estas enfermedades, éstos son la hipertension arterial, el sobrepeso y
la obesidad, la hiperglucemia y la hiperlipidemia.

Lamentablemente el impacto socioecondmico de este tipo de enfermedades es muy alto y
muy recurrente a un sector especifico de la poblacion. Estan fuertemente ligadas a la
pobreza por su alta incidencia en paises de ingresos bajos y medios, pues disparan los
gastos familiares por atencidn sanitaria, agotando los recursos econémicos de las familias

y abocando a la pobreza (Cérdova et al., 2008).

En el Plan de Accién 2013-2020 de la estrategia mundial para la prevencién y el control
de las enfermedades no transmisibles de la OMS, se ha puesto como objetivo reducir el
numero de muestres prematuras por ETN en un 25% a mas tardar en 2025 mediante
nueve metas mundiales de aplicacion voluntaria, como abordar temas relacionados al
consumo de tabaco, uso nocivo de alcohol, dietas malsanas e inactividad fisica. Dichas
metas seran abordadas mediante inversiones, como la prohibicion de formas posibles de
publicidad de tabaco y alcohol, la sustitucon de grasas trans por poliinsaturadas, la
promocion de la lactancia materna y la prevencion del cancer del cuello uterino a través
del tamizaje (OMS, 2015).



3.2.1. Diabetes y diabetes tipo 2.

La diabetes es un grupo de alteraciones metabdlicas de mudltiple origen que se
caracterizan por manifestar una hiperglucemia crénica y trastornos en el metabolismo de
carbohidratos, proteinas y lipidos. Todo a causa de defectos en la secrecion de insulina
y/o de la accién de la misma. Los sintomas que se presentan principalmente son el
aumento de sed (polidipsia), aumento de apetito (polifagia) y aumento de volumen de
orina (poliuria) (OMS, 2014 b).

A pesar de que todos los paises sufren el impacto de la diabetes, cabe resaltar que para
la IDF el 80% de las personas con diabetes viven en paises de ingresos medios y bajos
(IDF, 2013 a). En México el INEGI en su ultimo censo poblacional enuncia que la diabetes

es la segunda causa de muerte con 89, 420 muertes en ese afio (INEGI, 2012).

Con el paso del tiempo la diabetes puede dafiar el corazon, los vasos sanguineos, 0jos,
rifones y nervios. Pues aumenta el riesgo de cardiopatia y accidente vascular cerebral
ademas de que puede provocar neuropatia de las extremidades inferiores, que al
combinarse con la reduccién de flujo sanguineo, incrementa el riesgo de tener Ulceras de
los pies, infecciones y en ocasiones amputacién del miembro. De igual manera puede
provocar retinopatia diabética, causa de ceguera a consecuencia del dafio en los vasos
sanguineos de la retina. La diabetes también es una de las principales causas de dafio
renal (OMS, 2014 b)

Existen distintos tipos de diabetes, de acuerdo con la Asociacién Americana de Diabetes
(ADA) existen 4 : La diabetes gestacional, la diabetes tipo 1, la de tipo 2 y otros tipos
especificos de Diabetes (ADA, 2015).

La diabetes Gestacional, se caracteriza por presentar un estado hiperglucémico detectado
durante el embarazo, especificamente en el segundo o tercer trimestre. Puede acarrear
riesgos para la madre y el neonato. Aunque generalmente los niveles de glucosa regresan
a la normalidad después del embarazo; en ocasiones la madre o el hijo pueden

desarrollar DT2 varios afios después (ADA, 2015).



La diabetes tipo 1 conocida anteriormente como juvenil, insulinodependiente o de inicio de
la infancia. Esta caracterizada por una destruccion autoinmune o idiopatica de las células
b pancreaticas lo que desemboca en una deficiencia 0 en una nula secrecion de la
insulina, por lo tanto se vuelven dependientes de inyecciones de dicha hormona para
sobrevivir. La destruccion autoinmune de las células b proviene en gran parte de la
predisposicién genética, sin embargo, también estan relacionados los factores
ambientales de los que poco se conoce. A pesar de eso se sabe que éste tipo de
pacientes son propensos a otros desérdenes autoinmunes (ADA, 2015).

La Diabetes tipo 2, que se caracteriza por presentar trastornos en la secrecién y/o accién
de insulina. Se le atribuye el 90-95% de los casos de diabetes. Existen diferentes causas
para este tipo de diabetes, sin embargo, no se conocen las etiologias especificas. Este
tipo de diabetes puede pasar muchos afios sin diagnosticarse ya que la hiperglucemia se
desarrolla gradualmente y en estados tempranos no es lo suficientemente severa como
para que el paciente note los sintomas. No obstante, los pacientes estan en alto riesgo de
desarrollar complicaciones micro y macrovasculares. Ademas de la predisposicién
genética, Los riesgos de desarrollar DT2 aumentan con la edad, obesidad, ausencia de
actividad fisica y dieta desequilibrada. También ocurre frecuentemente en mujeres que
presentaron diabetes gestacional, personas con hipertensién o dislipidemia y en ciertos

subgrupos raciales o étnicos (ADA, 2015).

En lo concerniente a la fisiopatologia de la DT2 se pueden definir tres fases. La primera
sucede cuando aparece un estado de insulinorresistencia periférica a la insulina,
generalmente asociada a valores de normoglucemia. La segunda esta asociada a una
resistencia insulinica mas marcada a nivel de tejidos periféricos musculares y adiposos,
donde existe una sobreproduccién de insulina que no alcanza a controlar la homeostasis
de glucosa. Y la fase final en la cual existe una declinacion en el funcionamiento de las
células B pancreaticas, disminuye la sintesis de la hormona, apareciendo la hiperglucemia

en ayuno (Pérez, 2009).



Una vez diagnosticada la enfermedad lo idéneo es comenzar a tratarla y cuidar la salud
en cada decision. Sin embargo, existen personas que desconocen su estado de salud o
no cuentan con los recursos econémicos necesarios para atenderla. En cualquier caso, si
se mantiene la hiperglucemia constante y sostenida por arriba de los 200 mg/dL sin ser
atendida, se pueden desarrollar complicaciones tardias a partir de los sintomas presentes
gue contribuyen a disminuir la calidad de vida de las personas (Pérez, 2009)

3.3. Control de la diabetes tipo 2.

En la mayoria de los paises los esfuerzos estan concentrados en encontrar y validar con
investigacion agentes hipoglucemiantes que puedan ayudar con el tratamiento de la
enfermedad. Ademas de los medicamentos los tratamientos se componen por dietas
especificas, educacién, ejercicio fisico, inmunoterapia e inclusive trasplantes
pancreaticos. Sin embargo, en paises de ingresos bajos y medios, la mayor parte de los
afectados no cuentan con los recursos econdmicos necesarios para recibir atencion
médica integral, razén por la cual la medicina herbolaria es la mejor alternativa con misma

efectividad pero sin tantos efectos secundarios (Esquivel et al., 2012).

3.3.1. Plantas medicinales

En México como en todos los paises que conservan gran parte de su medicina tradicional,
el uso de la materia vegetal es congruente con la cosmovisién y tradiciones de cada
regién particular. Gracias a la investigacién etnobotanica, desde hace muchos afios se
tienen registradas diversas plantas que trataban afecciones relacionadas con la diabetes.
Dado que la diabetes es reconocida como anomalia metabdlica hasta finales del siglo XX,
en los escritos mas antiguos solo se registran los tratamientos y curas para los sintomas
mas caracteristicos de la enfermedad como la gangrena, la orina abundante y dulce, la

ceguera, la impotencia sexual, entre otras.



En las primeras décadas del siglo XX comienzan a notarse algunos nombres de plantas
en publicaciones de libros e investigaciones cientificas y etnobotanicas. Con el paso del

tiempo poco a poco se incrementan los nombres y los trabajos de plantas mexicanas.

Durante el mismo siglo el Instituto Medico Nacional y el Instituto Nacional Indigenista
comienzan a inventariar e investigar propiedades hipoglucemiantes de algunas especies
gue eran utilizadas por la gente como remedio contra la diabetes.

Dichas instituciones citan el cocoyol (Acrocomia Mexicana), el ajo (Allium sativum), la
prodigiosa (Brickellia spp), claudiosa o lengua de gallina (Capraria biflora), guarumbo
(Cecropia obtusifolia), lagrimas de San Pedro (Coix lachryma-Jobi), tejocote (Crataegus
mexicana), elemuy (Guatteria gaumeri), la tronadora (Tecoma stans), el copalchi
(Coutarea latiflora), el matarique (Psacalium spp.) y la catarinilla (Salpianthus
macrodonthus) (Aguilar-Contreras et al. 2002; Barba de Pifia Chan, 2002).

Se da un nuevo impulso con estudios hipoglucemiantes, gracias registro etnobotanico del
nopal (Opuntia srteptacantha, O. ficus indica, O. megacantha) en 1978 y trabajos
farmacoldgicos y clinicos de la misma linea en la década de los 80. En la dltima década
del siglo resulta ya un enriquecedor, amplio y diverso acervo de trabajos farmacoldgicos y
nuevos registros etnobotanicos de especies con accidn hipoglucemiante (Aguilar-
Contreras et al. 2002; Barba de Pifia Chan, 2002).

El acervo del Herbario Medicinal del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)
representa la principal coleccion de flora medicinal del Pais y de América Latina. Hasta
2012 se tiene registrado que las familias botanicas mas representadas por sus
propiedades antidiabéticas son Fabaceae, Asteraceae, Lamiaceae, Liliaceae, Poaceae,
Euphorbiaceae, Cucurbitaceae, Apocynaceae, Anacardiaceae, Liliaceae, Myrtaceae,
Bignoniaceae, Urticaceae, una Musaceae y una Malvaceae. Mas de 300 especies
vegetales que se usan como medicamentos herbarios para tratar la diabetes, pertenecen
a unas 70 familias diferentes registradas en el Herbario Medicinal del IMSS. Asi mismo se
sabe que las hojas son las estructuras vegetales mas utilizadas, seguidas de los tallos y
las raices (Aguilar-Contreras et al., 2002; Esquivel et al., 2012).



Con el afan de mejorar la calidad de vida y ofrecer opciones econdémicamente accesibles
para todos los usuarios, ha surgido la necesidad de complementar la medicina aldépata
con la medicina tradicional herbaria. Como ya se ha mencionado con anterioridad, la
administracion prolongada de los medicamentos ademas de involucrar un elevado costo
econdmico, puede provocar efectos indeseados como reacciones de hipersensibilidad a
los mismos; lo cual llevaria a un cambio constante o suspensién del medicamento
comprometiendo el estado de salud de las personas. Razén por la cual es imprescindible
la investigacion y validacion de propiedades medicinales de la flora nacional y por ende su

seguimiento en el desarrollo de agentes con propiedades antidiabéticas.

3.3.2. Metabolitos secundarios

Los efectos terapéuticos de las plantas se deben al contenido de metabolitos secundarios
como los aceites esenciales, glucésidos, flavonoides, terpenos, alcaloides, entre otros.
Dichos metabolitos pueden tener efectos estimulantes o calmantes en los seres humanos.
Estos son la materia prima de distintos tipos de industrias, entre ellas la farmacéutica. Las
plantas medicinales son importantes para la investigacion farmacolégica y desarrollo de
medicamentos, no solo porque son utilizadas directamente como agentes terapéuticos,
también porque se pueden usar como materia prima para sintetizar medicamentes o como

modelos de componentes farmacoldégicamente activos.

Los medicamentos herbarios se pueden clasificar en tres tipos. La primer categoria son
todas las drogas usadas en crudo, la segunda categoria la forman todos los
constituyentes activos aislados después de generar los extractos herbarios, por Gltimo la
tercer categoria son medicamentos herbarios de los cuales esta disponible la informacién
relacionada con su toxicidad aguda y crénica en animales (Esquivel et al., 2012; Jain, et
al., 2011).

Los extractos de plantas medicinales ademas de reducir y normalizar los niveles de
glucosa sanguinea, pueden ayudar de manera integral a la salud del paciente dado que
pueden poseer otra clase de capacidad para mejorar el perfil lipidico, el estado
antioxidante y la funcién capilar. La distribucion de los metabolitos secundarios en las

plantas es amplia; sin embargo, a pesar de que se conoce la utilizaciéon de distintas



especies como medicinales, solo una pequefia cantidad ha sido investigada para la

obtencion de medicamentos (Esquivel et al., 2012).

Se sabe que muchos de los metabolitos secundarios poseen efectos terapéuticos, ya sea
de forma individual o en diferentes combinaciones (Castro et al., 2002). Sin embargo,
dentro de las investigaciones de los géneros de plantas medicinales mas usadas para la
diabetes tipo 2, los metabolitos secundarios mayormente mencionados son alcaloides,
flavonoides, taninos, saponinas, compuestos fendlicos, glucosidos, terpenos y algunos
antioxidantes (Castro et al., 2014).

En el cuadro 1, se mencionan algunos ejemplos de extractos de plantas de uso tradicional
en México para el tratamiento de diabetes tipo 2; a los cuales se les han hecho estudios
fitoquimicos para identificar el tipo de metabolito secundario al que se le atribuye la

actividad hipoglucemiante.

Especie Vegetal y parte Tipo de extracto Tipo de Metabolito

utilizada identificado.

Malmea depressa , raiz Acuoso, butanolico Compuestos fenolicos

Equisetum myriochaetum , -
. Acuoso, butanélico Glucosidos
parte aérea

Acosmium panamense , —
Butandlico Glucésidos
corteza

Alcaloides, flavonoides y
Bromelia plumieri , hojas Acuoso, etandlico terpenos

Rhizophora mangle Alcaloides, compuestos

Acuoso, etandlico .
corteza ' fendlicos y terpenos

Cuadro 1. Ejemplos de extractos de plantas de actividad hipoglucemiante con reporte de uso en
México, a los cuales se ha identificado y/o aislado el compuesto principal del efecto (Andrade et al,
2008, 2011, 2012, 2013).



Adicionalmente se han reportado plantas para el tratamiento de las complicaciones fisicas
gue padecen las personas con diabetes. La mayoria de los extractos y sus constituyentes
aislados exhiben efectos hipopolipidemicos y antioxidantes. Se menciona a Salvia
miltiorrhizae, Artemisa dracunculus, Corni fructus, Bacopa monnieri, Enicostemma littorale
blume, Phellodendri cortex, Lindera strychnifolia, Gymnema montanum, Allium sativum,

Picrorhiza scrophulariiflora, Carum carvi, etc (Jain, et al., 2011).

3.3.3. Farmacos

Como ya se ha mencionado, la principal caracteristica de la diabetes tipo 2 (DT2) es la
hiperglucemia y su relacion directa con la resistencia a la insulina en tejidos periféricos
porgue disminuye la captacion de glucosa; aumenta la liberacién hepatica de glucosa y la

disminucion de secrecién de insulina por la célula beta pancreatica.

Antes de optar por farmacos suele hacerse un tratamiento con el binomio dieta-ejercicio
con objetivos de control especificos, en los cuales se espera no se presenten
complicaciones en los sintomas. Sin embargo, cuando los objetivos de cuidado para evitar
complicaciones en lo sintomas no se alcanzan, entonces se recetan tratamientos con
farmacos orales durante 2-3 meses minimo (Llave, 2008).

Los farmacos mas utilizados para el tratamiento de la DT2 son conocidos como
hipoglucemiantes orales. Estos reducen los niveles de glucosa en sangre a través de
diferentes mecanismos. Suelen combinarse entre ellos o con insulina para potenciar el
efecto o contrarrestar los efectos secundarios. El uso de este tipo de medicamentos suele
comenzar con insulinosensibilizadores, y posteriormente se afiaden otros farmacos que
auxilien al pancreas a segregar mas insulina, los secretagogos (CUN, 2013).

Se tienen tres grandes grupos: los sensibilizadores a la insulina propia, que son las
biguanidas y tiazolidindionas. Los estimulantes de la secrecién de insulina o secretagogos
como las sulfonilureas, metiglinidas e inhibidores de dipeptilpeptidasa IV. Y por dltimo los
reductores de la absorcion de glucosa como los inhibidores de las alfa glucosidasas.



Las biguanidas acttan a nivel hepatico disminuyendo la produccién excesiva de glucosa
por el higado, inhibiendo la produccion hepatica de glucosa y mejorando la sensibilidad a
la misma; también ayuda a mejorar el perfil lipidico en sangre. No producen aumento de
peso ni hipoglucemia. Las mas conocidas son la buformina y la metformina; sin embargo,
poseen efectos secundarios como alteraciones gastrointestinales y gustativas, y estan
asociadas a casos de acidosis lactica. Suelen combinarse con el efecto de las

sulfonilureas para disminuir las consecuencias adversas de su uso.

Las glitazonas o tiazolindionas actlian principalmente sobre el masculo, disminuyendo la
resistencia a la insulina a nivel periférico, aumentan la captacién y el uso de glucosa en
musculos y tejido graso, y mejoran la concentracion de lipidos en sangre. También tiene
cierto efecto a nivel del tejido hépatico dado que inhibe la gluconeogénesis. Las mas
conocidas son la rosiglitazona y la pioglitazona. A pesar de sus beneficios como
tratamiento para diabetes tipo 2 también tienen efectos secundarios como el incremento
de peso, retencidn de liquidos con asociacion de edemas y anemia, entre otros (De Alaiz,
2015).

De los hipoglucemiantes orales que estimulan la secrecién de insulina estan las
Sulfonilureas que actuan principalmente sobre el pancreas para aumentar la secrecion de
insulina preformada, tienen un efecto hipoglucemiante agudo actuando sobre la célula
beta del pancreas y un efecto hipoglucemiante cronico mediado por la potenciacion de la
accion de la insulina. La variedad de este farmaco depende de la duracion del efecto, la
facilidad para provocar hipoglucemia y la via de eliminacion. Las mas utilizadas son la
clorpropamida, tolbutamida, glibenclamida, gliclacida, glipizida, gliquidona, glipentida y
glimepirida. Su principal efecto secundario es la hipoglucemia, sin embargo, también se le
asocia con alteraciones hematoldgicas, cutaneas, gastrointestinales, tiroideas, renales,

reacciones pulmonares difusas e hiperinsulemia.

Otro estimulante de secrecion de insulina son las meglitidinas, las cuales actdan
igualmente en el pancreas sobre la hormona preformada, son de accién rapida y de corta
duracion. Dos de las mas utilizadas son la repaglinida y la natiglinida. Generalmente se
combina su efecto con el de otro hipoglucemiante oral para potenciar su accion. La

hipoglucemia es el efecto secundario principal descrito.



Los inhibidores Dipeptidilpeptidasa IV o DPP-4 son una nueva clase de tratamiento oral
en tabletas que ayuda a mantener los niveles de la hormona intestinal péptido similar a
glucagdén 1 o por sus siglas en inglés GLP-1, la cual al ser segregada naturalmente
cuando se ingiere alimento, estimula la produccion de insulina por el pancreas.
Naturalmente La GLP-1 es inhibida por la DDP-4, pero con ayuda de este tratamiento éste
farmaco actta inhibiendo a la enzima DPP-4, produciendo la liberacion y accién
prolongada de insulina pancreatica. Este tipo de inhibidores controlan la hiperglucemia sin
producir incremento de peso y con poca incidencia de hipoglucemias. La mas conocida es
la sitagliptina y no ha sido descrita con algun efecto secundario relacionado con el peso

corporal (Llave, 2008).

Por dltimo los Inhibidores de alfa-glucosidasas actian especificamente impidiendo la
accién de éstas enzimas que estan en las vellosidades intestinales, las cuales son
participes importantes en el desdoblamiento de oligosacaridos en mondsacaridos. Este
tipo de tratamiento funciona gracias a que provoca una lenta digestién de carbohidratos y
una disminucién de las elevaciones de glucemia que se producen después de la ingesta
de alimento. Dentro de las mas conocidas esta la acarbosa y el miglitol. De igual manera
los inhibidores de alfa-glucosidasas tienen efectos secundarios en los pacientes, en este
caso la mayoria son alteraciones gastrointestinales como flatulencias, diarreas, dolor

abdominal, nduseas y vémito (CUN, 2013).

Los antidiabéticos orales se usan desde 1950 considerandolos como la primera opcion de
tratamiento antidiabético; sin embargo, se ha cuestionado su eficacia e inocuidad para
evitar el dafo cardiovascular que se presenta a largo plazo, el cual constituye en general
la causa de la muerte en el diabético y los multiples efectos secundarios que laceran la

salud de los pacientes.

Se ha reportado que entre 2000 y 2012 hubo un mayor riesgo de mortalidad que alcanzé
el 58%, con el uso de sulfonilureas y metformina, mientras que en la European
Association for the Study of Diabetes se informé que de 33,983 pacientes tratados con
una sulfonilurea y metformina hubo una tasa de 16.9 muertes/1000 usuarios/ afio debido a
una causa vascular. Por otro lado en 7864 pacientes tratados con el inhibidor de DPP-4 y

metformina la tasa fue de 7.3 muestres/1000 usuarios/ afio. También es importante



resaltar que la monoterapia con metformina arroja una tasa de 13.6 muertes y que las

sulfonilureas con monoterapia tienen una tasa de 44.6 muertes.

A pesar de que las cifras pudieran ser mayores sin tratamiento alguno, se puede
vislumbrar el enorme impacto en el manejo clinico de la DT2 enfocado al tratamiento
Unicamente con hipoglucemiantes y en los programas oficiales de atencién a la salud
(Zarate et al., 2014).

3.4. Tectaria heracleifolia  (Willd.) Underw.

3.4.1. Ubicacion taxonémica y descripcion.

A pesar de la progresiva urbanizacion es muy comun el uso de plantas medicinales para
atenciéon a la salud. Una de estas plantas es Tectaria heracleifolia, para la cual se
reportan usos relacionados con la atencion a enfermedades cronico-degenerativas como
el cancer y la diabetes, y también para tratar heridas e infecciones. Se le conoce como
“Hierba del Sapo”, “Mano de Sapo” en Veracruz, “Helecho Paraguas”, “Acanahuala”’ en
Nuevo Ledn y “Lengua de Ciervo” en San Luis Potosi. (Romo, 2013; Velazco, et al.,
2012; Alonso-Castro et al, 2012).

Tectaria Heracleifolia (Willd.) Underw. es un helecho del orden Polypodiales y familia
Dryopteridaceae. Es terrestre, rupicula, con rizoma suberecto o erecto de hasta 2 cm de
diametro, escamoso; hojas de 30 a 70 cm de largo; peciolo a menudo mas largo que la
lamina, de color pajizo o pardo rojizo en la base, lustroso con algunas escamas; lamina de
contorno ovada a pentagonal, lobada o 1l-pinnada, cartacea; pinnas de 1 a 3 pares,
margen entero, las pinnas basales con un gran lobo basicoscopico y a menudo con varios
lobos mas pequefios; raquis y costas de color pajizas, tejido laminar es glabro, nervaduras
reticulada, con venillas incluidas, soros redondos en dos series entre las venas laterales,
indusio peltado, grueso y persistente con algunos pelos dispersos en su superficie,

esporas monoletes (Mendoza-Ruiz, 2009; Velazco et al., 2012).



Fig 1. Tectaria heracleifolia.

3.4.2. Habitat y Distribucién.

Crece en afloramientos rocosos generalmente calcareos o en sumideros, riberas
himedas o a la orilla de arroyos con proteccion de luz solar directa. Propia de bosque
mesofilo de montafia, bosque de Pinus-Quercus-Liquidambar, bosque tropical perennifolio
y subperennifolio; entre 50 y 1150 msnm (Mendoza-Ruiz, 2009; Velazco, et al., 2012).

Se distribuye en América desde Florida en Estados Unidos, pasando por México,
Guatemala, Belice, Honduras, El Salvador, Nicaragua, Costa Rica, Panama, Bahamas,
Grenada, Las Antillas, Colombia, Venezuela, Trinidad y Tobago y Ecuador (Mickel
&Smith, 2004).

Su distribucion en México es amplia, pues incluye a los estados de Campeche, Chiapas,
Coahuila, Colima, Distrito Federal, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos,
Nayarit, Nuevo Lebn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi,
Tabasco, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan. (Mendoza-Ruiz, 2009; Mickel &Smith, 2004).



3.4.3. Investigaciones realizadas.

Un estudio etnobotanico del ejido “La Encantada”, Cazones, Veracruz refiere que la
infusién de frondas de T. heracleifolia es actualmente utilizada por los habitantes como
tratamiento de DT2 (Romo, 2013). Sin embargo, no se conocen registros previamente
publicados de la actividad hipoglucemiante, ni de los atributos farmacol6gicos que se le

atribuyen (Alonso-Castro et al., 2012).

4. Justificacion

Una de las bases para la investigacion en plantas medicinales es la utilizacion del
conocimiento etnobotanico, pues es el que rescata el conocimiento empirico de los grupos
humanos que utilizan su flora para el alivio de sus enfermedades. Otra parte importante y
trascendental es la investigacion cientifica y la continuidad a las investigaciones previas
de las propiedades medicinales de las plantas, pues es necesario para deshacer la
barrera que impide el flujo de informacién de importancia bioldégica, médica y social para
el tratamiento de las enfermedades que aquejan a la poblacion en la actualidad. Muchas
de las plantas ampliamente referidas tienen escasas 0 nulas investigaciones sobre su
inocuidad o efecto, lo que imposibilita aportar informacion relevante de seguridad,
consumo y efectos, y una futura validacion de su uso o en su caso, desacreditar las
propiedades que se le atribuyen. Aungue el uso popular es un parametro importante, eso

no garantiza la actividad terapéutica.

La diabetes es una enfermedad crénica que se ha convertido en un problema creciente y
costoso de salud publica, pues en México es ya la segunda causa de muerte y el
incremento en su incidencia continlla aumentando. La diabetes tipo 2 esta presente en
todos los sectores de la poblacion mexicana y en todos los grupos de edad,
desafortunadamente no toda la gente que la padece puede acceder a la atencion médica
necesaria y/o a los hipoglucemiantes orales necesarios para tratar su enfermedad.
Ademas de que esta documentado que la monoterpaia con hipoglucemiantes orales
sintéticos tiene efectos secundarios adversos a corto y largo plazo que comprometen la
salud de otros drganos e inclusive la vida de los pacientes. Entonces se vuelve
indispensable la busqueda, validacion de otras opciones terapéuticas que disminuyan o
mitiguen el los riesgos para las personas con diabetes y ademas que puedan ser
accesibles econémicamente.



Las plantas medicinales son un excelente candidato para tales fines, pues se sabe que
muchos compuestos derivados del metabolismo secundario de éstas tienen actividad
farmacolégica especifica para el tratamiento de la diabetes. Sin embargo, hace falta que
con ayuda de investigaciones famacoldgicas y fitoquimicas se establezcan los niveles de
seguridad e inocuidad de las que estan actualmente consumiéndose por la poblacién
humana, asi como, generar informacion relevante de los efectos terapéuticos que se

atribuyen.

Ya que Tectaria heracleifolia es una planta utilizada para el tratamiento de diabetes tipo 2
y consumida ampliamente por una comunidad, resulta necesario generar informacion
sobre su inocuidad, asi como investigar si su infusion tiene el efecto hipoglucemiante por
el cual es referida.

5. Objetivos
General:

- Evaluar si el extracto acuoso de T. heracleifolia tiene un efecto hipoglucemiante.

Particulares:
- Evaluar la inocuidad de diferentes dosis de extracto acuoso de T. heracleifolia en

ratones ICR macho mediante la prueba de toxicidad aguda.

- Evaluar diferentes dosis del extracto acuoso de T. heracleifolia en ratones machos
ICR diabetizados y en ratones normoglucémicos para valorar su efecto
hipoglucemiante.

- Realizar pruebas cualitativas para la deteccion de metabolitos secundarios en el
extracto acuoso de T. heracleifolia.

6. Hipotesis
Si la infusién de Tectaria heracleifolia fue la principal planta referida y actualmente
consumida por los habitantes de “La Encantada” en Cazones, Veracruz y por habitantes
en la Huasteca Potosina para el tratamiento de la diabetes tipo 2; es necesario evaluar la
seguridad del consumo del extracto acuoso reportado, asi como evaluar la efectividad de
su efecto hipoglucemiante en el modelo de ratones ICR machos.



7.0 Método
7.1. Colecta del material

Se realiz6 la colecta de Tectaria heracleifolia (Willd.) Underw. (Dryopteridaceae) durante
el mes de septiembre del afio 2013 en el ejido “La Encantada”, Cazones de Herrera, en el
estado de Veracruz de Ignacio de la Llave, México. La identificacién taxonémica de los
ejemplares fue realizada por el M. en C. Armando Gémez Campos, investigador del

laboratorio de Etnobotanica de la Facultad de Ciencias, UNAM.
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Fig 2. Mapa satelital de la ubicacion del Ejido La Encantada, Cazones de Herrera, Veracruz, México.

Posteriormente se llevd a cabo el secado del material en estufa a 25°C durante una
semana. Se separaron las frondas de los peciolos, para su fragmentacion en molino
manual.

7.2. Extracto acuoso.

Se calentaron hasta ebullicion 2L de agua destilada, se afiadieron 40 g de fragmentos de
hoja y se apag6 la fuente de calentamiento. Posteriormente se trabajo en la campana de
flujo laminar, con material previamente esterilizado, y se procedié a dos filtrados del
extracto acuoso. El primer filtrado se llevd a cabo a través de dos gasas estériles; y el

segundo a través de dos discos de papel filtro Whatman No. 1, para después depositarlo



en 5 frascos estériles de vidrio. Al terminar se taparon los frascos y se forraron con papel

aluminio, para colocarlo dentro del refrigerador para su posterior liofilizacion.

Para llevar a cabo la liofilizacion del extracto se dividié en siete frascos de plastico opaco
con tapa de rosca, aproximadamente de 400 ml cada uno. Posteriormente se colocaron
recostados sobre sus paredes en un cristalizador con acetona comercial, para después
afiadir poco a poco hielo seco fragmentado. Los frascos eran rotados horizontalmente
para formar capas de hielo en las paredes y que la liofilizacion fuera mas rapida al no

formarse nucleos.

Después de congelar el extracto en capas, se retiraron las tapas y se coloco un tapon
provisional con un trozo de aluminio agujerado en su lugar, para permitir la deshidratacion
del extracto mediante la generacion de un vacio. Posteriormente se colocé dentro de la
liofilizadora por cuatro dias. El quinto dia se saco el contenido de los frascos y se peso en

balanza analitica el deshidratado obtenido del proceso.

7.2.1. Pruebas cualitativas para los principales grupos de metabolitos

secundarios.

Para identificar la presencia de grupos de metabolitos secundarios se realizaron pruebas
especificas con técnicas colorimétricas y de precipitacion, con el extracto acuoso de T.
heracleifolia en tres diferentes concentraciones: 30, 100 y 300 mg/kg. Se determiné la
presencia de terpenos mediante la prueba de Libermann-Burchard, la presencia de
alcaloides mediante la prueba de Dragendorff, la presencia de flavonoides a través de la
prueba de Shinoda, y por ultimo los glucdsidos gracias a la prueba de Mélish. Todas las

metodologias reportadas previamente por Dominguez (1988).

7.3.  Estudios farmacologicos

Las pruebas se realizaron en un cubiculo asignado para esta investigacion en la Unidad
de Produccion y Experimentacién de Animales de Laboratorio (UPEAL) de la Universidad
Auténoma Metropolitana Unidad Xochimilco (UAM-X).



7.3.1. Toxicidad aguda

Esta etapa se realizé en dos fases de acuerdo a la metodologia de Lorke, 1983, en las
cuales se prueban diferentes dosis del extracto con toxicidad desconocida. Dependiendo
del nimero de decesos animales en la primera etapa se puede continuar con la etapa
siguiente, la cual se caracteriza por someter a experimentacién las concentraciones mas

altas de extracto.

En la primera etapa se utilizaron 12 ratones de cepa ICR sexo machos de 25 a 30 g, se
formaron 3 grupos de 3 ratones, cada uno para cada dosis (10, 100, 1000 mg/kg) ademas
del lote control con vehiculo o solucién salina 0.9%; teniendo un total de 4 grupos.
Posteriormente se administré el extracto disuelto en solucion salina 0.9% via oral a través
de una sonda orogastrica (canula), con previo ayuno de cinco horas. El volumen total de
la sustancia se administré conforme a la NOM-062-Z0O0-1999: 0.2 mi/10g.

Los ratones fueron observados al momento de la administracion de los extractos, durante
1,2,6 y 24 horas asi como diariamente durante un periodo de 15 dias. Es importante
mencionar que a excepcion del ayuno previo a la administracion del extracto, los ratones

contaban con acceso ad libitum de alimento y agua.

Con base en los resultados obtenidos en este ensayo, se realizé la segunda etapa de
toxicidad con otros 12 ratones de cepa ICR sexo masculino de 25 a 30 g. Las dosis fueron
1600, 2900 y 5000 mg/kg (calculadas en funcion de los resultados de la etapa previa y
con base en el algoritmo planteado por Lorke, 1983). Esta segunda etapa se llevé a cabo
en las mismas condiciones que la anterior y con el mismo calendario de observacion.

Se utilizé el céalculo de la dosis letal media o DLs, como parametro de la toxicidad del
extracto. De acuerdo a Lorke 1983, la DLsy para estos casos se obtiene utilizando la
escala probit-log. Particularmente para analizar estos resultados se ajusté con el modelo
logistico de datos agrupados

log (11/ 1-m1)

Al finalizar ambas etapas, los sujetos experimentales fueron llevados a camaras de CO,
para proceder con la eutanasia de acuerdo a la NOM-062-Z00-1999.



7.3.2. Modelo experimental de diabetes tipo Il en ratones machos cepa ICR

Para la evaluacion del efecto hipoglucemiante del extracto fue necesario contar con
sujetos experimentales que presentaran un cuadro fisioldgico similar al de diabetes tipo Il
(Arias-Diaz, Balibrea, 2007). En este experimento se realiz6 mediante la Induccién

guimica de diabetes tipo 2 descrita a continuacion.

Se utilizaron 40 ratones ICR macho de 25-30 g, con previo ayuno de cinco horas. Se les
administro nicotinamida (NA 50 mg/kg i.p., SIGMA®) y posteriormente fueron diabetizados
con una dosis intraperitoneal (i.p) de estreptozotocina (STZ 120 mg/kg SIGMA®). Dicho
protocolo tiene la finalidad de proteger las células beta pancreaticas del dafio oxidativo
excesivo que produce la STZ, asegurando asi la generacién de un cuadro fisioldgico
similar al de la diabetes tipo 2 en los animales (Masiello, 1998). El volumen de la
administracion i.p. se calculé con base en la NOM-062-Z00-1999: 0.1mL/10g.

La estreptozotocina se prepard en un buffer de citrato de sodio con &cido citrico con pH
4.5. Se mantuvo condiciones de frio y proteccién de la luz (Brosius, 2003). Una semana
después de la administracion de NA/STZ los animales ya se encontraban en niveles de
glucemia de acuerdo al cuadro de diabetes tipo 2 (200 mg/dL). Una vez alcanzados los
niveles de glucosa necesarios, se procedid con la evaluacion de la actividad
hipoglucemiante aguda del extracto acuoso de Tectaria heracleifolia (Willd.) Underw
basados en la revision de Mata et al., 2013.

Se evaluaron las dosis de 30, 100 y 300 mg/kg de extracto acuoso liofilizado de Tectaria
heracleifolia. Teniendo como control negativo el vehiculo, es decir solucién salina (0.9%) y
como control positivo glibenclamida (10 mg/kg SIGMA®). Se formaron diez lotes, cada
uno de ocho ratones machos ICR de 25 a 30 g. Cinco lotes de ratones normoglucémicos y
otros cinco con ratones diabetizados, utilizando un total de 80 ratones. Se pusieron en
condiciones de ayuno 5 horas previas al experimento. Posteriormente se administré el
extracto disuelto en solucién salina 0.9% via oral a través de una sonda orogastrica. El

volumen de administracion se calculé conforme a la NOM-062-Z00-1999: 0.2mL/10g.



A continuacion se procedioé con la medicién de la glucosa en sangre, con glucometro y
tiras reactivas (ACCU- CHECK Performa, Laboratorios Roche®), a través de un Unico
corte en el apice caudal, no mayor a 1mm con tijera de diseccién. La evaluacién de la
glucosa se llevo a cabo en el tiempo 0O, y en los tiempos 1.5, 3, 5y 7 hrs después de la
administracién del extracto (Mata et al., 2013). Cabe mencionar que para las tomas de
glucosa posteriores al tiempo O solamente se removia con un papel humedecido, la
sangre seca del apice caudal, dejando libre el paso a una gota de sangre nueva.



G) H)

Figura 3. Fotografias de diferentes etapas del método. A) sitio de colecta, arroyo temporal. B)
momento de la colecta del material vegetal. C) secado del material en estufa. D) realizacién del
extracto acuoso mediante la técnica de infusion. E)Liofilizacion . F)administracipon de extracto via

sonda orogastrica. G)Puncién en el dpice caudal de los individuos. H) Remocién de la sangre seca del
apice caudal, para la toma de glucosa en sangre.



7.4 Andlisis estadistico.

7.4.1. Disefo experimental.

Se realiz6 un disefio experimental completamente al azar, utlizando como unidad
experimental un raton macho cepa ICR con peso corporal de 25-30 g en todos los
tratamientos probados. La comparabilidad entre las muestras esta dada por la asignacién
aleatoria de las unidades en los grupos de estudio. La validez interna reside en el sexo y
el peso homogéneos de los ratones, igual nimero de lotes y sujetos experimentales en
los diferentes tratamientos, asi como la colocacion de los lotes en las mismas condiciones
para todos los tratamientos; es decir condiciones de temperatura, humedad y fotoperiodo
del UPEAL de la UAM-X.

Los lotes experimentales correspondientes a las diferentes concentraciones de T.
heracleifolia son los que se evalltan con respecto a los lotes control (Glibenclamida y
solucién salina 0.9%). El control positivo es la solucién de Glibenclamida, debido a que es
un farmaco utilizado comercialmente por su efecto hipoglucemiante. El control negativo o

vehiculo es la solucidn salina 0.9% por no contener ningun soluto a evaluar.

Se realiz6 una lectura de glucemia por cada individuo de cada lote (ocho ratones por lote),
en cada tiempo (tiempos 0, 1.5, 3, 5y 7 hrs posteriores a la administracion del extracto
acuoso), en todos los lotes (cinco lotes de ratones normoglucémicos y cinco de ratones
diabetizados). El intervalo entre las dos primeras mediciones de glucosa fue de 90
minutos, y el intervalo entre las dos Ultimas mediciones fue de 120 min.

La variable (% glucemia) se clasifica como numérica continua y representa la variacion en
los niveles de glucosa sanguinea de cada toma con respecto a la toma anterior (Mata et
al., 2013).



7.4.2. Analisis e interpretacion de la informacion.

Los resultados se analizaron con analisis de Varianza (ANDEVA) con un a= 0.05, y

pruebas post hoc de Bonferroni y Dunnett; utilizando el programa estadistico Graph Path

Prisma 5.0.

En lo que respecta a la descripcién del comportamiento de la actividad hipoglucemiante

aguda, basados en la revision de Mata et al., 2013, se graficaron los resultados de las

pruebas en funcién del porcentaje de variacién de glucosa con respecto a los tiempos 0,

1.5, 3, 5y 7; con una ANDEVA de dos vias. De igual manera se realizaron gréficas de

area bajo la curva para apreciar las diferencias globales entre tratamientos mediante la

variacion de glucosa, con un ANDEVA de una via.
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fragmentacion hojas en molino
manual.

Realizacion extracto acuoso.
Infusién 2 Lagua estilada, 40 g

2 filtrados: gasa s, Papel
Whatman No.1

Almacenamiento y Refrigeracién.

Liofilizacién.
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en capas.
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proceso.
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Fig 3. Diagrama de flujo de Método.




8.0 Resultados y discusioén.
8.1 Estudio fitoquimico.
8.1.1 Rendimiento del extracto.

De los 40 g de trozos de frondas de T. heracleifolia usados para la realizacién del extracto
acuoso, al final de la liofilizacion se obtuvieron 5.4 g de deshidratado, por lo tanto el
rendimiento de la planta fue de 13. 5%.

Dada la cifra del rendimiento, se puede inferir preliminarmente que se requeririan grandes
cantidades de laminas foliares para su investigacion y utilizacion, a reserva de la
presencia y la abundancia de la planta en las diferentes épocas del afio. De igual manera
nos lleva a cuestionarnos si es ésta parte de la planta la que puede tener el mayor aporte
medicinal, por lo que seria necesario evaluar el efecto de los extractos obtenidos de otras
partes, por ejemplo del rizoma,; e inclusive probar con otros tipos de extractos.

8.1.2 Pruebas cualitativas para los principales grupos de metabolitos

secundarios.

Se obtuvieron reacciones positivas para presencia de alcaloides, flavonoides y glucésidos.
Para alcaloides, con el reactivo Dragendorff se observd un color naranja-marron; para la
prueba de flavonoides se observo una reaccién de efervescencia en el tubo de ensayo asi
como la aparicién de un anillo de color violeta en la interfase de las sustancias en la

prueba de glucésidos (Dominguez, 1988) (Cuadro 2).

30 mg/kg - ++ 3 +++
100 mg/kg - ++ ++ +++

- ++ bt e

Imagen de

la reaccion.

Cuadro 2. Pruebas colorimétricas de metabolitos secundarios de los extractos de T. heracleifolia (-
resultado negativo, + ligeramente positivo, ++ positivo, +++ fuertemente positivo



Se sabe que muchos el efectos terapéutico proviene de la accién de los metabolitos
secundarios, ya sea de forma individual o sinérgica. Dentro de las investigaciones de los
géneros de plantas medicinales mas usadas para la diabetes tipo 2, los metabolitos
secundarios mayormente mencionados son alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas,
compuestos fendlicos, glucosidos, terpenos y algunos antioxidantes (Castro et al., 2002;
Castro et al., 2014).

Sin embargo, la distribucion de metabolitos secundarios en el reino vegetal es amplia. A
pesar de que sean diversas y numerosas las plantas utilizadas para el tratamiento de esta
enfermedad, y la presencia del mismo tipo de metabolito coincida, no significa que el
efecto hipoglucemiante se dé por la misma via. Dado que varios géneros de plantas son
renombrados por contener en sus familias numerosos representantes para tratamiento de
la diabetes, se debe ceifiir la busqueda. Desafortunadamente para el caso de este estudio
la familia Dryopteridaceae y el Orden Polypodiales alun no cuentan con ningun estudio

previo de actividad hipoglucemiante o de alguna otra especie.

Lo mas “cercano” en la filogenia es otro helecho Suramericano conocido cominmente
como “Cuti-cuti”, “doradilla” y “raqui—raqui” en Per(, y como “Kutu-kutu” en Bolivia. Se
trata de Notholaena nivea, la cual es consumida en infusién para la diabetes y como
vermifugo reportando casos de temblores en ganado ovino. Castafieda, et al (2005)
sefialan que en el caso de Notholaena nivea predominan los compuestos fendlicos, los
alcaloides y los taninos. Existe coincidencia en ambos helechos en la presencia de
alcaloides, pero se requiere investigacion fitoquimica que permita identificar los alcaloides

presentes en ambas especies.

8.2 Estudios farmacoldgicos.
8.2.1 Toxicidad aguda.

En el ensayo de toxicidad aguda no se produjeron alteraciones fisioldgicas o conductuales
en los animales hasta la dosis de 5000 mg/kg donde se presento el deceso del segundo
individuo administrado. Por lo tanto la dosis letal media (DLs) del extracto acuoso de T.
heracleifolia es de 5065.177 mg/kg. Resultado obtenido a partir del modelo logistico de

datos agrupados ya mencionado, con un AIC= 5. (Cuadro 3).



Tratamiento | Decesos

10 mg/kg 0/3
100 mg/kg 0/3
1000 mg/kg 0/3
1600 mg/kg 0/3
2900 mg/kg 0/3

5000 mg/kg 1/3

Cuadro 3. Concentraciones de T. heracleifolia y nimero de decesos de sujetos experimentales en la
prueba de toxicidad aguda.

De acuerdo con Lorke (1983) cuando se administran dosis altas como la de 5000 mg/kg
en grupos de 3 animales y solo uno de tres individuos muere, la sustancia es
practicamente inocua; sin embargo, de acuerdo con el protocolo 423 de la OECD (2001);
la sustancia puede considerarse como ligeramente toxica.

8.2.2 Modelo experimental de diabetes tipo Il en ratones machos
cepa ICR.

Una semana después de la administracion de STZ/NA los sujetos experimentales
presentaban niveles altos de glucosa en sangre (200 mg/dL), una disminucién notoria de
peso, pelo encrispado y aumento en el consumo de agua, por lo que se realizaron los

ensayos de efecto hipoglucemiante.

Ensayo de efecto hipoglucemiante

Individuos normoglucémicos

Se encontraron diferencias significativas de la glibenclamida en todos los tiempos post
administracion; y de todas las dosis del extracto acuoso de T. heracleifolia. Para las dosis
de 30 y 300 mg/kg en las 3, 5y 7 h posteriores a la administracién; y para la dosis de 100
mg/kg Unicamente en las 7 h (p<0.05, F=5.53). La significancia de los tratamientos fue
con respecto al vehiculo (solucion salina 0.9%) (Fig. 4). De igual manera se encontraron
diferencias significativas de todas las concentraciones de T. heracleifolia y el control

positivo (glibenclamida) con respecto al vehiculo (p<0.05, F=15.95) (Fig. 5).



Con el ANDEVA de dos vias se evaluo si el efecto hipoglucemiante del extracto estaba

relacionado con el tiempo después de la administracion.
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Figura 4. Representacion del area bajo la curva que refleja el efecto global del tratamiento sobre los
niveles de glucosa en ratones normoglucémicos. Letras diferentes representan diferencias

significativas entre los tratamientos
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Figura 5. Niveles de variacion de glucosa sanguinea a través del tiempo en ratones normoglucémicos.
Se usa el porcentaje de variacién de glucosa como variable para definir los cambios que tiene la
cantidad de glucosa de un tiempo a otro y durante las siete hrs posteriores a la administracion de los

tratamientos.



El hecho de que la glibenclamida como control positivo tuviera resultados significativos
era un resultado esperado, pues la glibenclamida es un tipo de sulfonilurea, un

hipoglucemiante oral de uso comercial para tratar la diabetes tipo 2.

Lo relevante es que las tres dosis de T. heracelifolia fueron significativas con respecto al
vehiculo, pues evidencia que éste extracto acuoso tiene un efecto positivo sobre la
hiperglucemia en condiciones normoglucémicas. Lo anterior tiene grandes implicaciones
pues habla de que existe un efecto del extracto acuoso, lo que afirma el uso tradicional de
la planta por lo que seria necesario evaluar los extractos en pruebas cronicas in vivo.

Por otro lado llama la atencion de que a pesar de que no actlen las tres dosis desde la
primera medicién de glucosa, se aprecia que lo hacen en horas posteriores (a partir de 3
h). Esto evidencia que el tiempo de accion es diferente al del medicamento (el cual actia
desde 1.5 h), y este dato podria complementar una posterior investigacién de los

compuestos quimicos responsables del efecto hipoglucemiante.

También cabe resaltar que el efecto en el rango de dosis dado, se mantiene hasta el final
del experimento, esto es buena sefial pues significa que la accion del extracto funciona a
lo largo de un periodo de tiempo a partir de una Unica toma, es decir no pierde efectividad
a pesar del paso del tiempo, al menos hasta las 7 h posteriores.

Se aprecia que todas las curvas presentan la misma tendencia, es decir, van
disminuyendo los niveles de glucosa con el paso del tiempo. Sin embargo, cada curva se
encuentra dentro de rangos diferentes, lo que también refleja el efecto de cada
tratamiento respecto al vehiculo. También es importante denotar que existen diferencias
significativas entre la glibenclamida y las soluciones de T. heracleifolia, esto quiere decir
gue aunque su naturaleza quimica es diferente, actlan con efecto hipoglucemiante
progresivo. La glibenclamida actlia sobre el pancreas para aumentar la secrecion de
insulina preformada, tiene un efecto hipoglucemiante agudo sobre la célula beta del
pancreas y un efecto hipoglucemiante crénico mediado por la potenciacién de la accién de
la insulina. Dado que se aprecia la misma tendencia del efecto hipoglucemiante en las
concentraciones de T. heracleifolia, se puede pensar que el extracto acuoso actia como

insulinosensibilizador o como secretagogo.



Sin embargo, la prueba de post hoc revelé que no existen diferencias significativas entre
las tres concentraciones de extracto acuoso esto se puede deber a que para individuos
normoglucémicos la efectividad del tratamiento no depende directamente de la

concentracion del extracto.

Individuos hiperglucémicos

Se encontraron diferencias significativas de las dosis de 100 y 300 mg/kg de T.
heracleifolia y de Glibenclamida, con respecto al vehiculo (p<0.05, F=4.66) (Fig.6).

Para el efecto hipoglucemiante del extracto y su relaciéon con las horas posteriores a la
administracién oral, se encontraron diferencias significativas con respecto al vehiculo
(solucidn salina 0.9%), de la Glibenclamida en las horas 3, 5y 7 h post administracion; y
en la dosis de 100 mg/kg en las 3 y 5 h, asi como en la dosis de 300 mg/kg en la hora 5
(p<0.05, F=2.41) (Fig.7).
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Figura 6. Representacion del area bajo la curva que refleja el efecto global del tratamiento sobre los
niveles de glucosa, * Diferencias significativas a=0.05.
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Figura 7. Tasa de cambio de los niveles de variacion de glucosa sanguinea a través del tiempo. Se usa
el porcentaje de variacion de glucosa como variable para definir los cambios que tiene la cantidad de
glucosa de un tiempo a otro y durante las siete hrs posteriores a la administracion de los tratamientos.

Al igual que el ensayo con individuos normoglucémicos, en estos resultados se esperaba
gue la glibenclamida al ser el control positivo del experimento resultara significativa en
todos los tiempos y con respecto al vehiculo; sin embargo, para individuos
hiperglucémicos la glibenclamida comenzé a tener efecto a partir de las 3 h; lo cual habla
del tiempo de accion del medicamento y su relacién con la condicién de los individuos,
pues los altos niveles de glucosa sanguinea influyen en el tiempo de la respuesta del
medicamento. En los ratones normoglucémicos el efecto se observé a la 1.5 h, por lo que,
dada la condicion fisiolégica de los animales y los resultados obtenidos en individuos
normales, al parecer la enfermedad con altos niveles de glucosa, retrasa el tiempo de
accion del medicamento comercial mientras que el extracto acuoso de T. heracleifolia
actla, al igual que en los individuos normoglucémicos, a partir de las 3 h.

Cabe sefialar también que la dosis de 30 mg/kg no resultd significativa en comparacion
con el resto de los tratamientos ni en el tiempo posterior a la administracion del extracto, a
diferencia de los individuos normoglucémicos, por lo que, para individuos hiperglucémicos
una dosis de 30 mg/kg es insuficiente para obtener algin efecto positivo en la cantidad de
glucosa en la sangre. Lo anterior puede poner en cuestionamiento si en esta dosis es
insuficiente la concentracion de metabolitos secundarios, y por lo mismo no se alcanza la

dosis terapéutica necesaria para tener un efecto en ratones enfermos



En el caso de la dosis de 100 mg/kg se observa que el efecto comenzé hasta la tercera
hora posterior a la administracion del extracto. Ya que al parecer, la condicién fisiolégica
de los animales afecta el tiempo de accion de los tratamientos, se puede justificar que el
comienzo de la diferencia con el vehiculo sea posterior a lo observado en individuos
normoglucémicos. Por otro lado, no se muestran diferencias significativas en las 7 h, eso
puede deberse a que la duracién de la accién del extracto también se ve afectada por la

enfermedad.

Con la dosis de 300 mg/kg que solo mostré diferencias significativas en las 5 h no se
puede usar el mismo argumento de las afectaciones por la condicion fisiol6gica pues se
puede decir que si la dosis es mas alta que la anterior, el efecto se veria potenciado; a
menos que existan factores fisioldgicos que delimiten la interaccion del activo en el
extracto y las células pancreaticas. A pesar de eso, a las 7 h ya no existen diferencias
estadisticas. Lo anterior se puede deber a que, al igual que la dosis anterior, la duracién
de la accion del extracto también se ve afectada por la enfermedad. Es decir que la
actividad de Tectaria heracleifolia es similar a la del control positivo, y el retraso del va en

funcion de la condicion de los animales.

Con respecto a la duracion del efecto del tratamiento a lo largo del tiempo, es notorio que
Unicamente la glibenclamida lo mantiene. Pese al hecho de que los otros dos tratamientos
gue resultaron significativos (T.h. 100 y T.h. 300) no hayan revelado en la grafica tal
propiedad, también puede ser debido a que por la variacion individual los rangos de error
de los datos se encuentran traslapados, lo cual deriva en los resultados no significativos.
Posiblemente incrementando el tamafio de muestra se podria determinar con mas
certeza, si hay o no diferencia entre los tratamientos.

A pesar de ello se aprecia claramente en la grafica que las trayectorias de los
tratamientos con extracto acuoso y la glibenclamida tienen la misma tendencia y en
ambos casos diferente de la del vehiculo. Se han descrito evaluaciones del efecto
hipoglucemiante de extractos acuosos de otras plantas en diferentes modelos
experimentales de diabetes tipo 2 inducida, e inclusive en personas que padecen la
enfermedad (Gordillo, et al; 2012). Sin embargo, cabe mencionar que las propiedades
fitoquimicas a las que se les atribuye dicho efecto estan mayormente relacionadas con los
grupos de metabolitos secundarios previamente identificados en otros estudios. Ademas

la mayoria de estos ensayos son crénicos, lo que indica que tanto la induccién de



diabetes como la administracion del extracto son dadas en mas de una ocasién y bajo un
periodo de tiempo mas amplio (Gonzalez, et al; 2012; Navarro, et al; 2004).

Los resultados significativos de las concentraciones de extracto acuoso de T. heracleifolia
refuerzan el argumento de proponer a esta planta para investigaciones mas especificas
del efecto hipoglucemiante; tanto de la estructura de los metabolitos secundarios o
antioxidantes que ejercen el efecto medicinal, asi como de estudios agudos y crénicos de
otros tipos de extractos y de otras partes de la planta, o de la planta completa.

Actualmente se cuestiona el uso de los hipoglucemiantes orales por el riesgo de
accidentes vasculares y la ocurrencia de la muerte. Ademas del costo elevado, se
desconocen todos los tipos de efectos adversos tardios. Por lo que se requieren tiempos
mas amplios de evaluacién que no satisface la demanda de medicamento por quienes
padecen diabetes tipo 2. Gran parte de la morbilidad asociada a las complicaciones
cronicas la DT2 pueden ser reducidas con intervenciones terapéuticas que consigan
mantener los valores de glucemia cercanos al intervalo de normalidad (Cadigueral y Vila,
2003; Zarate, et al. 2014).



9.0 Conclusiones

» Latoxicidad aguda por la prueba de Lorke (1983) da una DLs, de 5065 mg/kg, esto
permite clasificar el extracto acuoso de Tectaria heracleifolia como seguro.

» ElI extracto acuoso de frondas de Tectaria heracleifolia tiene efecto
hipoglucemiante, en las dosis de 100 y 300 mg/kg.

e La disminucién en los niveles de glucosa causada por el extracto acuoso de T.
heracleifolia, presentd un comportamiento similar al del farmaco glibenclamida,
aungue nunca fue mayor a la del farmaco.

» Dados los resultados obtenidos en este estudio, T. heracleifolia puede proponerse
para estudios mas especificos de su efecto hipoglucemiante.

e Se aportan los primeros datos para la validacion del uso tradicional del extracto

acuoso de frondas de T. heracleifolia.

10.0 Perspectivas

Con base en los resultados obtenidos seria necesario evaluar los siguientes
aspectos:
e Céalculo de la Dosis Efectiva media o DEs, del extracto acuoso de T.
heracleifolia.
* Un ensayo cronico in vivo para evaluar del efecto de la planta sobre la
hiperglucemia en periodos de tiempo mas prolongados.
» Realizar estudios fitoquimicos para identificar los principios quimicos
funcionales involucrados en el efecto terapéutico
* Realizar investigaciones para elucidar el mecanismo de funcién del
extracto.
e Evaluar el extracto acuoso de otras partes de la planta como el rizoma,
para comparar su efecto con el extracto de las hojas.

» Realizar ensayos con otros tipos de extractos.
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