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Segun como mires el cielo

sera despejado o nublado.

Segun como mires el sol

te parecera que quema o acaricia.
Segun como mires la noche

te parecera negra o estrellada.
Seguin como mires el camino

te parecera llano o empinado.
Segun como mires a los demas
te sentirds cerca o lejos de ellos.
Segun como mires hacia delante
sera tu desanimo o entusiasmo.
Segin como mires tu hogar

lo veras pequefio o calido y confortable.
Segun como trates a tus afectos
recibiras de ellos todo su carifio.
Segun como mires tu vida,

seras feliz.
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INTKUDUCCUIUN

1.0 INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus (DM) es un trastorno cronico que afecta al metabolismo de
carbohidratos, grasas y proteinas en los individuos. Existen dos tipos de DM, la DM1 y DM2 en
ambos casos, su rasgo caracteristico es la hiperglucemia, que refleja una alteracién en la
utilizacién de los carbohidratos como resultado de una respuesta deficiente de la secrecién de
insulina. Sus complicaciones pueden ser agudas como la cetoacidosis diabética y el coma
hiperosmolar no cetoacidético o crénicas (a largo plazo) como nefropatia diabética, retinopatia
diabética, pie diabético y neuropatia diabética, las cuales son las principales causas de morbilidad
y mortalidad en 1a diabetes'.

La DM es una enfermedad que prevalece en todo el mundo, afectando cerca del 25 % de
la poblacién. En México su prevalencia se incrementd en forma significativa en las ultimas
décadas y hoy en dia afecta a un 10.9% de la poblacién mayor de 20 afios, de la cuai un 23%
desconoce que la padece’.

La DM2 clasificada dentro de las denominadas enfermedades cronico degenerativas, esta
asociada con el actual modelo econdémico y social en que vivimos, con serias repercusiones en el
estilo de vida, cuyos indicadores se observan en la alimentacion, el manejo del estrés y el
sedentarismo, por lo que es un asunto de preocupacién en la salud publica, debido al impacto
fisico y emocional a lo largo del proceso de la enfermedad que deteriora la calidad de vida de las
personas que la padecen’.

La medicina modema atn no tiene una terapia efectiva para curar la DM. Sin embargo, se
sigue un tratamiento con el cual se puede mantener controlada la enfermedad. El tratamiento
inicia con la educacion, un plan de nutricion, ejercicio y en algunas personas se requiere el uso de

medicamentos (hipoglucemiantes orales o inyectables), los cuales tienen el inconveniente de

producir efectos adversos®.
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Este tratamiento revela un alto costo econémico para los servicios de salud publica, sobre

todo ocasionados por las complicaciones que implican la pérdida de la salud®.

Por este motivo se ha pensado en un tratamiento alternativo de bajo costo y menos
agresivo, para los pacientes que padecen esta enfermedad en nuestro pais. En las practicas de
medicina tradicional existen diferentes productos naturales, que son usados como remedios para

el tratamiento de la DM*.

En este trabajo se propone el uso de extractos acuosos (EA) de la semilla de Tamarindus

indica Linn (TiL) como un tratamiento alternativo para la DM.

El objetivo general serd evaluar y comparar la actividad “antidiabética” de un extracto
acuoso de la semilla de Tamarindus indica Linn, con Insulina y Glibenclamida en ratones
diabéticos. Asi como obtener una visién del posible mecanismo de accién de dicho extracto y

estudiar e identificar algunos de los sintomas mas comunes de la DM.
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2.0 GENERALIDADES
2.1 HISTORIA DE LA DIABETES MELLITUS

La DM era ya conocida antes de la era cristiana (1500 afios A.C). En el manuscrito
descubierto por Georg Ebers en una tumba de Tebas, en Egipto donde se describen sintomas que
parecen corresponder a la diabetes (Figura 1). En el afio 600 A.C, el padre de la medicina hindd
Stsruta descnbié que “los enfermos padecen de sed, adelgazan rapidamente, pierden fuerzas y
emiten orina que atrae a las hormigas™ e incluso llegd a diferenciar una diabetes que se daba en
los jovenes y otra que se daba en personas de cierla edad y obesas, que corresponden a la DM1 y
DM2 de nuestros dias.

Fue Areteo de Capadocia (81-138 DC), quien le dio a esta afeccién el nombre de diabetes,
que significa en griego sifén, refiriéndose al signo mas llamativo que es la eliminacidn exagerada
de agua por el rifién. En el siglo II Galeno refirié que la diabetes era producida por la incapacidad
del rifién de retener agua, idea en cierto modo errénea, que persistié durante 15 siglos®.

En el siglo XI Avicena, exponente de la medicina arabe y autor del Canon de la Medicina,
describe la diabetes, el coma hipoglucémico y recomienda un tratamiento con semillas de alholva
y cedro (ambas con propiedades hipoglucemiantes) .

A partir del siglo XVI comienzan a suceder descubrimientos médicos, principalmente en
Europa. Paracelso (1491-1541) atribuyé la diabetes a una deposicidén de sal sobre los rifiones
causando poliuria y sed en estos enfermos. Sin embargo, la primera referencia de la diabetes en
la literatura occidental se debe a Thomas Willis (1621-1675) que hizo una descripcién de la
diabetes, quedando desde entonces reconocida por su sintomatologia como entidad clinica. Fue ¢l
quien, refiriéndose al sabor dulce de la orina, le dio el nombre de Diabetes Mellitus (sabor a
miel), diferenciandola de la diabetes insipida °.

En 1775, Mathew Dopson identifico la presencia de glucosa en la onina y sangre de
pacientes diabéticos, concluyé que “la pérdida de peso y fuerza en los diabéticos es la

3
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consecuencia de la pérdida de material nutritivo por la orina”. En 1788 Cawley afirmé por sus

observaciones que la DM tenia su origen en el pancreas.

Los primeros trabajos experimentales relacionados con el metabolismo de los glicidos
fueron realizados por Claude Bemard quien descubrid, en 1848, que la glucosa puede ser
formada por el higado, almacenada en forma de glucoégeno y secretada a la circulacion, este

fenémeno (gluconeogénesis), se produce incluso cuando la dieta esta exenta de carbohidratos.

En la segunda mitad del siglo XIX el clinico francés Bouchardat sefiald la importancia de
la obesidad y de la vida sedentaria en el onigen de la diabetes y marcéd las normas para el
tratamiento dietético. Las funciones del pancreas como glandula, capaz de reducir los niveles de

glucosa en sangre comenzaron a aclararse en la segunda mitad del siglo XTX.

En 1889, Oskar Minskowski y Josef Von Mering, tratando de averiguar si el pancreas era
necesario para la vida, pancreatectomizaron un perro, después de la operacion observaron que el
perro mostraba todos los sintomas de una diabetes severa, con poliuna, sed insaciable, hiperfagia,
hiperglucemia y glucosuria. De esta manera quedé demostrado que el pancreas era necesario

para regular los niveles de glucosa.

En 1869, un joven médico, Paul Langerhans descubrié unos racimos de células
pancreaticas bien diferenciadas de las demas y que podian ser separadas de los tejidos de los

alrededores (islotes pancreaticos). En 1874, Adolfo Kussmaul describe la respiracion profunda,

acidética en el coma diabético.

En 1893, Edouard Laguesse, sugiri6 que los racumos de células descubiertos por
Langerhans (1slotes de Langerhans) constituian la parte exocrina del pancreas. Sus ideas fueron
continuadas por Jean de Meyer quien denominé "insulina” a la sustancia procedente de los islotes

(en latin islote se denomina "insula") que debia poseer una actividad hipoglucemiante pero que

todavia era hipotética >°.
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Georg Zuelger obtuvo una serie de extractos pancreaticos que eran capaces de reducir los
sintomas de diabetes en un perro previamente pancreatectomizado. Sin embargo, los graves
efectos téxicos que producia hicieron que renunciase a seguir sus experimentos”.

En 1921, los canadienses Fredenick Banting y Charles Best (Figura 2), consiguieron aislar
la insulina y demostrar su efecto hipoglucemiante. Este descubrimiento abrié amplios horizontes
en el campo experimental y biolégico para el estudio de la diabetes y del metabolismo de los
carbohidratos.

En 1935, Hans Chnstian Hagedomn descubre la insulina de accién prolongada,
acontecimiento que sirvié como referencia para sintetizar otros agentes quimicos para reducir la
glucosa en sangre. En 1942, Janbon y Loubatieres, descubren el poder hipoglucemiante de
sulfamidas administradas por la via oral. La dilucidacion de la estructura de la insulina, fue
realizada en 1954 por Frederick Sanger al descubrir la estructura quimica de la insulina de buey,
unos afios mas tarde en 1960, Niell y Smith descubren la estructura quimica de la insulina
humana. En 1972 se descubrieron anticuerpos contra los islotes de Langerhans, en 1982 se
aprobé el uso de la insulina humana y en 1984 se obtiene la segunda generacion de sulfonilureas
gracias a los trabajos de Moxner®.

Es evidente que durante las dltimas décadas se han realizado extraordinanos avances en el
conocimiento de la epidemiologia, fisiopatologia, complicaciones, prevencién y tratamiento de la
DM, su etiologia ha sido desentrafiada a la luz del conocimiento de los procesos
autolnmunitanos, el papel de la herencia, la insulinoresistencia y la prediccién ya es factible;

nuevos métodos diagnosticos y terapéuticos se han desarrollado plenamente, mientras que otros

se vislumbran a corto plazo.
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Figura.l Papiro de Ebers (1500 afios AC): Documento de 30 x 20 ¢cm., encontrado en 1862, en el
que consta la primera referencia histérica sobre la Diabetes ©.

Figura 2. Frederick Banting y Charles Best en la época del descubrimiento de la insulina®
2.2 EPIDEMIOLOGIA

La DM es un problema de salud publica a nivel mundial que se presenta en mayor
proporcién en los paises en vias de desarrollo. En 1985 se estimé que existian 30 millones de

personas con diabetes, para 1995 la cifra ascendié a 135 millones y para el afio 2025 se calcula

seran 300 millones aproximadamente®.
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En México se ha observado un aumento continuo del padecimiento desde hace mas de 30
afios. Segin informacién de la Encuesta Nacional de Enfermedades Crénicas (ENEC 1993), se
estimé una prevalencia de diabetes de 8.2% en la poblacién mexicana de 20 a 69 afios y para el
afio 2000, la Encuesta Nacional de Salud (ENSA 2000) estimé un 10.9%, es decir alrededor de
5.1 millones de personas con la enfermedad, con predominio en las mujeres (53%) con respecto a
los hombres (47%). Por entidad federativa el porcentaje mayor se observé en Tamaulipas con
13.8 y el menor en San Luis Potosi con 8.2%?.

En 1995, México ocupéd el décimo lugar mundial con casi 4 millones de enfermos y se
estima que en el afio 2025 ocupari el séptimo lugar mundial con 12 millones de enfermos. Segin
la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), actualmente, 65% de la poblacion mexicana con
diabetes padece de hipertensién arterial y 60% tiene dafio moderado a severo en el sistema
nervioso. Ademas, tienen 2.4 veces mayor riesgo de sufiir un evento vascular cerebral, una
insuficiencia renal, ceguera, amputacién de extremidades y ataques cardiacos.’

2.2.1 TRANSICION EPIDEMIOLOGICA

Durante la primera mitad del siglo XX, el panorama epidemiolégico del pais estuvo
dominado por los procesos transmisibles, asociados principalmente a las condiciones de vida
desventajosas. En 1940, cuatro de las cinco principales causas de muerte eran de etiologia
infecciosa; las diarreas y ententis, asi como la neumonia e influenza ocupaban los primeros
lugares. En contraste, desde los afios cincuenta las enfermedades del corazén aparecen dentro de
las cinco principales causas de muerte, los tumores malignos y la DM, que hizo su aparicién
dentro del cuadro de las principales causas de muerte del pais a mediados de la década de los

ochenta, y actualmente se encuentra en el tercer lugar 2 (Figura 3).
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Transicién epidemiologica de las principales causas de muerte en México

1950 . 1999
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Figura 3. Las enfermedades infecciosas, han sido desplazadas de las principales causas de
muerte por las enfermedades cronicas’.

Estos datos revelan que la DM es un importante problema de salud publica en México. En
el que existe un impacto fisico y emocional a lo largo del proceso de la enfermedad que deteriora
la calidad de vida de las personas que la padecen. Esta se asocia al modelo econémico y social en
que nos desarrollamos, con serias repercusiones en el estilo de vida que lleva el mexicano, cuyos
indicadores se observan en la alimentacién, el manejo del estrés y el sedentarismo.’

De acuerdo con informes de Asociacién Americana de Diabetes (ADA), el costo indirecto
de la diabetes en México en 1991 ascendid a 330 millones de délares y el costo directo fue de 100
millones de ddlares. Los costos econdmicos asociados al tratamiento y sus complicaciones
representan una grave carga para los servicios de salud y para los pacientes. A fin de enfrentarse
a tan grave problema, la Subsecretaria de Prevencién y Proteccién de la Salud realizé a través del
Centro Nacional de Vigilancia Epidemiolégica, un consenso para la actualizacién de la Norma
Oficial Mexicana para la Prevencién, Tratamiento y Control de la Diabetes (SSA-015-2000), en
la que se definen las acciones preventivas a realizar por los sectores publico, social y privado, asi

como los procedimientos para su deteccion, diagnéstico, tratamiento y control.”
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2.3 PANCREAS
2.3.1 FUNCIONES Y LOCALIZACION

El Pancreas es una glandula exécrina y endocrina que se extiende en la parte superior del
abdomen, a un lado del intestino delgado, detras del estomago (Figura 4). El tejido exégeno
comprende aproximadamente un 85% del pancreas y esta comprendido por células secretoras
denominadas 4cinos, que sintetizan cerca de 20 enzimas digestivas distintas (jugo pancreatico),
estas son secretadas en el intestino debido a estimulos nerviosos y hormonales. Las enzimas
digestivas como la tripsina ayudan a digerir las proteinas transforméndolas en aminoacidos
simples, la amilasa degrada carbohidratos y la lipasa desdobla las grasas en glicerol y acidos
grasos $ El pancreas endocrino esta compuesto por cerca de un millén de unidades celulares
microscopicas (Islotes de Langerhans) y otras células dispersas en el interior de los conductos
pancreaticos' (Figura S). El volumen de los islotes comprende el 1.5% de la masa total del
péancreas. En los islotes se han identificado al menos cuatro tipos celulares.

Estos tipos son células B (beta) las cuales producen insulina, células a (alfa) secretan
glucagon que produce hiperglucemia por su actividad glucogenolitica en el higado, células &
(delta) contienen somatostatina, que inhibe la liberacién de insulina y glucagén; por ultimo las
células PP (polipéptido pancredtico) que ejercen efectos digestivos como estimulacién de la
secrecion gastrica y de enzimas intestinales e inhibicién de 1a motilidad intestinal '.

Hay dos tipos celulares mas raros, las células Di que elaboran el péptido intestinal
vasoactivo, una hormona que estimula la glucogendlisis ¢ hiperglucemia asi como la secrecién
digestiva y produce diarrea secretora y las células enterocromafines que sintetizan serotonina y
son el origen de los tumores pancreticos que producen sindrome carcinoide'. Los islotes estan
muy vasculanizados y reciben de 5 a 10 veces mas flujo sanguineo que el pancreas exécrino, se
postula que la diregci()n del flujo sanguineo dentro del islote tiene una accién de acarreo de la

insulina secretada desde la region central del islote hacia la periferia °.
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Figura 4. Diagrama que muestra las relaciones anatdmicas del pancreas y su localizacién'®.

ACino
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J Islotes de Langerhans
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Figura 5. Diagrama en el que se muestra el tejido exdgeno del pancreas (Acinos) y el tejido

endocrino (Islotes de Langerhans), asi como algunos vasos sanguineos .
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2.4 INSULINA
2.4.1 BIOSINTESIS

El gen de la insulina humana se localiza en el brazo corto del cromosoma 11 y se expresa
en las células B de los islotes pancredticos. La produccion de insulina comienza en el reticulo
endoplasmico rugoso de las células B con la generacion de la preproinsulina la cual sufre una
ruptura proteolitica para dar lugar a la proinsulina que es una molécula formada por una cadena
de 86 aminoacidos, esta es transportada al aparato de Golgi en donde se lleva a cabo una segunda
ruptura generando insulina y péptido C, residuo de 31 aminodcidos que no tiene actividad
biologica conocida, los cuales son almacenados en granulos secretores. Estos granulos contienen
insulina y péptido C en cantidades equimolares y solo pequeiias cantidades de proinsulina que
tiene un 8% de la actividad biolégica de la insulina 19 (Figura 7).
2.4.2 BIOQUIMICA

La insulina es una proteina constituida por 51 aminoéacidos contenidos dentro de dos
cadenas peptidicas: una cadena a con 21 aminoacidos y una B con 30 aminoacidos. Ambas

cadenas estan unidas por puentes disulfuro * (Figura 6).

cadena B

Figura 6. Molécula de insulina, compuesta de cadenas tipo a y %,
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2.4.3 SECRECION

La insulina se almacena en las células B en granulos secretorios, que se preparan para
liberarla en la circulacion sanguinea, en respuesta al estimulo de una concentracidn creciente de
glucosa en sangre. Un pancreas funcionando normalmente puede fabricar y liberar diariamente de
40 a 50 unidades de insulina’. El estimulo mas importante para la liberacién de la insulina, es la
glucosa que también inicia la sintesis. Otros productos, como las hormonas intestinales, algunos
aminoacidos (leucina y arginina) y las sulfonilureas estimulan la liberacion pero no su sintesis.
En la secrecion de la insulina interviene el flujo de calcio hacia el interior de las células, agentes

alfa -adrenérgicos y el AMP ciclico' (Figura 7).

/Gra'nulos secretorios (condansacion y

TR Imacenamiento ds insulina
N/ ama :
TR Microfilamentos (se contraen
\\\ en respuesta a Ca®")
N
'\

Aparato de Golgi (embalaje de
proinsulina en granulos

secretorios recubiertos, conversion
de proinsulina a insulina)

Vesiculas pequefes de lransferencia
(transporte de prinsulina a

Glucosa ™™ aparato de Golgi)

Nucleo (produccién de RNArF
por generar preproinsulina)

Mitocondria

El reticuto endoplasmico granular
(sintesis da preproinsulina; esta se parte
por enzimas microsomales)

Figura 7. Componentes estructurales de la célula B pancreética comprometidos en la biosintesis
y liberacién inducida por glucosa .

2.4.4 MECANISMO DE ACCION DE LA INSULINA

La insulina es la principal hormona que regula los niveles de glucosa en sangre. Su
funcion es controlar la velocidad a la que la glucosa se consume en las células del musculo, tejido
graso ¢ higado, es fundamentalmente una hormona anabdlica, la cual es necesaria para el
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transporte de la glucosa a través de las membranas hacia el interior del organismo, la formacién
de glucdgeno en higado y misculo esquelético, la formacién de la glucosa en triglicéridos, la
sintesis de acidos nucleicos y la sintesis proteica'. La insulina actiia sobre receptores especificos
que se sithan en la superficie de practicamente todos los tejidos de los mamiferos. El numero y
funcionamiento de estos es importante para regular la accién de la insulina. El receptor insulinico
es una glicoproteina transmembranal formada por 4 subunidades: dos subunidades proteicas a y
dos subunidades B. Las subunidades o estan unidas por un puente disulfuro y cada una de estas se
unen a una subunidad B por otro puente disulfuro formando un heterotetramero'".

La insulina se une a la subunidad o del receptor y al hacerlo ocasiona un cambio
conformacional de la subunidad {8, cambio que estimula la actividad cinasa del receptor que
induce la autofosforilizacién en 6 residuos de tirosina, lo cual promueve la fosforilizacién de la
proteina IRS-1 (insulin receptor substrate 1), entonces se induce la unién covalente de IRS-1 con
otras proteinas especificas como la fosfatitidilinositol 3-cinasa (PI3-cinasa). La P13-Cinasa activa
una proteina de membrana, la proteina transportadora de la glucosa (GLUT4) que toma la glucosa

del medio extracelular y la transporta al interior de la célula '? (Figura 8).

Insulina

Prcleinas
RAS-MAP  ooioma
Sinlesis de B
proteinas X ;
GLUTY, > Subunidad

i Actividad do o # iy Subunidad 8

! | » TI(OSIn}‘C'II':ns:l/"r T ¢ .
Transcripelon j '..g.“
P

Ntcleo K

Glucogeno

Fostorilagion

Figura 8. La unién de la insulina al receptor, desencadena una serie de reacciones intracelulares
de fosforilacién y defosforilacion'?.
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2.5 DIABETES
2.5.1 DEFINICION

La DM es un grupo de enfermedades caracterizada por hiperglucemia, resultante de un
defecto en la secrecién de insulina, accién de la insulina, o ambas alteraciones'. La carencia
absoluta o relativa de la insulina, afecta al metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas'.
2.5.2 CLASIFICACION DE DM

Los criterios de clasificacion y diagnéstico de la DM fueron elaborados por la National
Diabetes Data Group (NDDG), recomendados por la OMS y revisados por el Comité de Expertos
para el Diagnéstico y Clasificacién de la DM de ADA con el objetivo de obtener una
clasificacion, dejando de lado el criterio terapéutico y teniendo en cuenta la etiologia de la
enfermedad. En esta clasificacién se eliminan las denominaciones Diabetes Mellitus Insulino
Dependiente (DMID) y Diabetes Mellitus No Insulino Dependiente (DMNID), que se sustituyen
por las denominaciones DM1 para la forma resultante de la destruccion de las células B del
pancreas y DM2 que constituye la mas frecuente y resulta de la resistencia de insulina,
acompaada de una deficiencia relativa en su produccion pancreatica '*(Tabla 1).
2.5.2.1 DIABETES MELLITUS TIPO 1
A. Diabetes mediada por procesos autoinmunes

DMI (anteriormente llamada diabetes juvenil o DMID, representa del 5% al 10% de
todos los diagndsticos de diabetes. Es provocada por una serie de factores genéticos, ambientales
y autoinmunes que conducen a la eliminacidn selectiva (destruccién inmunolégica) de las células
B, por tal motivo la secrecion de insulina termina siendo minima o inexistente. La DM1 se
presenta en general durante la infancia y la adolescencia, la cetoacidosis puede ser la primera
manifestacién de la enfermedad; sin embargo, su aparicién puede ocurrir a cualquier edad. La
predisposicidn genética es miltiple y ademads se relaciona con factores ambientales; aunque es

rara la presencia de obesidad no es incompatible con el diagnéstico. A los pacientes con este tipo
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de diabetes se debe administrar insulina, de no hacerlo, pueden ser propensos a presentar coma
diabético, por esta razén el tratamiento es con insulina'® '*.
B. Diabetes idiop4tica

Se refiere a las formas de etiologia desconocida y es la de menor frecuencia. Estos
individuos pueden tener cetoacidosis y presentar diversos grados de deficiencia insulinica. La
necesidad absoluta de insulina puede aparecer y desaparecer. Tiene una importante carga
hereditaria y carece de evidencias inmunolégicas para autoinmunidad celular'> "¢,
2.5.2.2 DIABETES MELLITUS TIPO 2

DM2 (anteriormente Ilamada diabetes del adulto o DMNID). Es la forma mas frecuente,
representa el 90-95% de los pacientes, se presenta como resultado de la resistencia a la accién de
la insulina con una secrecidn defectuosa e insuficiente de la misma por el pancreas. Esta
resistencia puede deberse a diferentes causas: alteraciones en la estructura terciaria o cuaternaria
de la molécula de insulina, unién de anticuerpos neutralizantes contra insulina, sintesis
aumentada de hormonas contrarreguladoras (glucagdn, glucocorticoides y catecolaminas),
defectos del receptor, etc. Los pacientes con DM2 permanecen sin diagnéstico entre 5 a 10 afios
debido a que la enfermedad es asintomatica por tiempo prolongado. Las primeras
manifestaciones aparecen a partir de los 40 afios de edad y los trastornos metabdlicos se traducen
en aumento de peso, modificacioén del perfil lipidico, incremento de la presién arterial y dafio
vascular, por lo que estos pacientes tienen alto riesgo de desarrollar complicaciones
macrovasculares y microvasculares. El riesgo de presentar la enfermedad aumenta con la edad,
obesidad, falta de ejercicio fisico, antecedentes familiares, antecedentes de diabetes gestacional,
hipertension arterial y dislipidemia ' ' '7.
2.5.2.3 DIABETES MELLITUS GESTACIONAL

La Diabetes Mellitus Gestacional (DMG), ocurre en el 2-5% de todos los embarazos. Se

define como cualquier grado de intolerancia a la glucosa que se presenta durante el embarazo.
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Los factores de riesgo para desarrollarla son: obesidad matema, edad mayor de 30 afos,
antecedentes familiares de diabetes, grupos étnicos de alto riesgo, antecedentes de macrosomia
fetal y mortalidad perinatal previa. Para la deteccidn y diagnostico es fundamental hacer la
evaluacion del metabolismo de carbohidratos en todas las embarazadas entre la 24 y 28 semanas
de gestacion. A las 6 semanas después del parto, la paciente debe ser nuevamente evaluada, ya
que en la mayoria de los casos las pacientes con DMG retoman a valores normales de glucosa en

. .- . . . 14,16
sangre, pero en otras ocasiones pueden persistir con diabetes o intolerancia a la glucosa'® '®.

Tabla 1. CLASIFICACION ETIOLOGICA DE LA
DIABETES MELLITUS '*
1. Diabetes Mellitus tipo 1

A. Diabetes mediada por procesos autoinmunes
B. Diabetes idiopética
I1. Diabetes Mellitus tipo 2
IT1. Diabetes Gestacional
IV. Otros tipos especificos de diabetes
A. Defectos genéticos de la funcién de las células f.
B. Defectos genéticos en la accion de la insulina
Enfermedades del pancreas exécrino
Endocrinopatias
Inducida por quimicos o farmacos
Infecciones

. Formas no comunes de diabetes mediada por fenémenos inmunes

X o mm YO

. Otros sindromes genéticos asociados ocasionalmente con diabetes

2.5.2.4 ALTERACION DEL METABOLISMO DE LA GLUCOSA
Existen estados metabélicos intermedios entre la homeostasis glucémica normal y la
diabetes. Niveles de glucosa en sangre muy altos para ser considerados normales, pero que no

cumplen con los criterios para el diagnéstico de diabetes. Estos son la tolerancia a la glucosa
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alterada y la glucemia basal alterada, no son entidades clinicas por si mismas, pero se consideran
factores de riesgo de DM y de enfermedad cardiovascular' '°.
GLUCEMIA BASAL ALTERADA (GBA)

Se refiere a una elevacién de [a glucosa plasmatica en ayunas entre 110 -126 mg/dL.
Dentro de la GBA se pueden establecer las siguientes categorias:

A. Glucosa basal normal: menor a 110 mg/dL
B. Glucosa basal alterada: entre 110 -126 mg/dL
C. Diagnéstico provisional de diabetes: superior a 126 mg/dL.
TOLERANCIA ALTERADA A LA GLUCOSA (TAG)

Muchos pacientes con este deterioro tienen valores normales de glucosa (70-110 mg/dL)
en su vida diaria, pero presentan una elevacién de la glucosa entre 140-200 mg/dL, 2 horas
después de haber recibido una sobrecarga oral de glucosa de 75 g. Las categorias de TAG son:

A. Tolerancia normal a la glucosa: menor a 140 mg/dL.

B. Tolerancia anormal a la glucosa: entre 140-200 mg/dL.

C. Diagndstico provisional de diabetes: superior a 200 mg/dL.
2.5.2.5 OTROS TIPOS DE DIABETES

Otros tipos especificos de diabetes son el resultado de padecimientos genéticos
especificos como: diabetes juvenil de aparicién adulta, cirugia, formacos, defectos genéticos,
infecciones y otras enfermedades. Esos tipos de diabetes pueden representar del 1% al 5% de

todos los casos de diabetes que se diagnostican > ** (Tabla 2).
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Tabla 2. OTROS TIPOS DE DIABETES "

Defectos genéticos de la funcion
de la célula B:

Defectos genéticos en la accién
de la insulina

Enfermedades del pancreas
exdcrino:

Endocrinopatias :

Inducida por quimicos o
farmacos:

Infecciones

Formas no comunes de diabetes
mediada por fenémenos inmunes

Otros sindromes genéticos
asociados con diabetes

Cromosoma 12, HNF-la (antes MODY 3)
Cromosoma 7, glucocinasa (antes MODY 2)
Cromosoma 20, HNF4a (antes MODY 1)
Otras

Resistencia insulinica tipo A
Diabetes lipoatréfica
Otras

Pancreatitis
Traumatismo/pancreatectomia
Neoplasia

Fibrosis quistica
Hemocromatosis

Otras

Acromegalia.
Sindrome de Cushing
Hipertiroidismo
Somatostinoma
Aldosteronoma

Otras

Vacor

Pentamidina

Acido nicotinico
Glucocorticoides
Hormonas tiroideas
Agonistas B-adrenérgicos
Tiazidas

Otras

Rubéola congénita
Citomegalovirus
Otras

Sindrome de "stiff-man"
Anticuerpos anti-receptor de insulina
Otras

Sindrome de Down
Sindrome de Klinefelter
Sindrome de Turner
Corea de Huntington
Sindrome de Prader Willi
Otros
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253 ALTERACIONES METABOLICAS EN LA DIABETES MELLITUS

En estado normal la insulina induce el decremento en la concentracién de glucosa a través
del estimulo de su captacion por las células. Por medio de esto se promueve la glucogenogénesis
(en higado y musculo), lipogénesis (en tejido adiposo) y glucolisis. Mientras QUe las hormonas
antagonistas, glucagon y adrenalina, determinan la glucogenolisis y lipdlisis; los corticoides
inducen gluconeogénesis; la somatostatina inhibe 1a captacién celular de glucosa y la glucélisis'".

Cuando existe deficiencia de insulina (diabetes), la glucosa no puede penetrar a las células
y las hormonas antagonistas no son contrabalanceadas, provocando la primera sefial de la
enfermedad, la hiperglucemia, cuando el incremento de glucosa sanguinea excede la capacidad
de reabsorcién renal, se genera glucosuria. La glucosuria excesiva produce diuresis osmética con
poliuria’®. Lo que lleva a una deshidratacion extracelular e intracelular debido a la
hiperosmolaridad plasmatica, haciendo que intervengan los osméﬁeceptores de los centros de la
sed del encéfalo y asi aparece la polidipsial. El déficit de insulina hace que el anabolismo
estimulado por ésta se transforme en el catabolismo de grasas y proteinas, por lo tanto se
produce protedlisis y lipdlisis que conducen a la polifagia. A pesar del incremento de apetito,
prevalecen los efectos catabdlicos, por lo tanto el paciente pierde peso y presenta debilidad
muscular®®. Debido a la lipélisis se generan los cuerpos cetdnicos (acido acetoacético, B-
hidroxibutirico y acetona), que pueden ser utilizados como fuentes de energia. Al exceso de
cuerpos cetdnicos, se le denomina cetosis, la cetonemia y cetonuria son signos de ella™'®. La
cetosis provoca acidosis, para compensarla el organismo reduce la concentracién de bicarbonato
del sistema amortiguador bicarbonato-acido carbdnico produciendo diéxido de carbono y agua.
Sin embargo, el agotamiento del bicarbonato provoca acidosis metabélica, entonces, el centro
respiratorio se estimula para producir respiraciones profundas y rapidas, para aumentar la
excrecion de didxido de carbono por los pulmones. La deshidratacion celular y la acidosis en el

sistema nervioso (SN), alteran el funcionamiento neuronal hasta provocar €l coma.?!
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. Figura 9. La ingesta de alimento produce un incremento
en la concentracién de glucosa. En las personas sanas se
incrementa la glucélisis y glucogenogénesis. La insulina
llega hasta cada célula y se une a sus receptores, con el fin
de permitir la entrada de la glucosa. En el caso de las
personas con diabetes, la glucosa no puede ser utilizada
por las células, lo cual ocasiona hiperglucemia®.

2.5.4 SIGNOS Y SINTOMAS DE DM.
SIGNOS Y SINTOMAS DE DM1

La DMI, se manifiesta alrededor de los 20 afios y se caracteriza por poliuria, polidipsia,
polifagia (Figura 10), perdida de peso’, visién borrosa debido a la exposicion del cristalino y la
retina a liquidos hiperosmolares, vértigo, debilidad, nausea, vémitos y con el avance de la
acidosis se presentan dificultades respiratorias (taquipnea con un répido indice ventilatorio) .
Cuando el agravamiento de la cetoacidosis progresa y los mecanismos compensadores de la
deshidratacién se hacen inadecuados, se presenta estupor ¢ incluso coma, este tipo de enfermos
presentan en el aliento un olor dulce caracteristico de la acetona 2.
SIGNOS Y SINTOMAS DE DM2

La DM2 se manifiesta arriba de los 40 afios y a menudo en personas obesas, sus sintomas
clasicos son hiperglucemia, poliuria, polidipsia, polifagiag, debilidad, pérdida de peso
inexplicado, visic;)n borrosa, dolor en manos y pies sensaciones de hormigueo en las
extremidades, cicatrizacion lenta y son frecuentes las infecciones cutaneas crénicas. Sin embargo,

en muchas ocasiones al inicio de la enfermedad, suele ser asintomaética 20,22
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Poliuria Polidipsia Polifagia

Figura 10. La triada clasica de los sintomas diabéticos son poliuria, polidipsia y polifagia'.

2.5.5 DIAGNOSTICO DM1 Y DM2

El diagnostico de la DM se basa en antecedentes, sintomas clinicos y comprobacién de
hiperglucemia significativa. Las siguientes pruebas de laboratorio son importantes para el
diagnéstico y tratamiento de ambos tipos de diabetes®”.

A. Determinacién ocasional de glucosa en sangre mayor a 200 mg/dL.

B. Glucosa en sangre en ayunas igual o mayor a 126 mg/dL.

C. Glucosa en sangre a las 2 h es igual o0 mayor a 200 mg/dL durante una prueba de tolerancia a
la glucosa oral. La prueba se realiza como lo describe la OMS con una carga que contenga el
equivalente a 75 g de glucosa anhidra disuelta en agua.

D. Glucosa anomal en ayuno. La glucosa plasmatica o en suero esta entre 110-126 mg/dL.

E. Intolerancia a la glucosa. Glucosa plasmatica a las 2 h de poscarga, esta entre 140-200 mg/dL.

2.5.5.1 DIAGNOSTICO DMG

Se establece el diagndstico de DMG, si durante las semanas 24 a 28 del embarazo se

presentan dos o mas de los siguientes valores: En ayuno valores superiores a 105 mg/dL y

después de una carga de glucosa en ayuno de 100 g, valores superiores a 190 mg/dL a la hora

poscarga, 165 mg/dL a las dos horas poscarga y 145 mg/dL a las tres horas poscarga'® 2.
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2.5.6 COMPLICACIONES

En ambas formas de DM se desarrollan complicaciones graves en un lapso de 10 a 15
afios. Se dividen en agudas (cetoacidosis diabética y estado hiperosmolar no cetdsico e
hipoglucemia) y crénicas (retinopatia, nefropatia, neuropatia, aterosclerosis y probiemas
gastrointestinales). Una de las caracteristicas mas prominentes de la enfermedad es el
compromiso de miiltiples érganos y sistemas, debido a los efectos deletéreos de la hiperglucemia.
Ciertos 6rganos son particularmente sensibles, como es el caso de los rifiones, ]a retina y el
sistema nervioso periférico (SNP). Aunque, la expectativa de vida ha aumentado para los
pacientes diabéticos, el infarto de miocardio y los transtornos vasculares dan como resultado
mortalidad prematura. En general, el riesgo de muerte por afecciones de la arteria coronaria se
duplica en presencia de diabetes. La reduccién del flujo sanguineo de las exiremidades inferiores
debida a la aterosclerosis aumenta de cuatro hasta siete veces mas en pacientes diabéticos; esta es
la principal causa de amputaciones, junto con la susceptibilidad a las infecciones que provocan
gangrena >,
2.5.6.1 COMPLICACIONES AGUDAS

Las complicaciones agudas se subdividen en dos grupos:
1) Propias de la enfermedad. Son de naturaleza metabdlica, potencialmente reversibles.
Comprenden la cetoacidosis diabética y el sindrome hiperosmolar no cetésico.
2) No exclusivas de la enfermedad, pero que se asocian frecueniemente por si mismas o por

consecuencia del tratamiento. Comprenden el sindrome de hipoglucemia y la acidosis lactica'®

(Tabla 3).

22



ANTECEDENTES

Tabla 3. COMPLICACIONES AGUDAS DE LA DM

I. Propias de DM

A. Cetoacidosis diabética

B. Sindrome Hiperosmolar
no Cetésico

I1. no exclusivas de DM

C. Hipoglucemia

D. Acidosis Lactica

Afecta a pacientes con DM1 mal controlada, su caracteristica mas
comun es el aliento con olor a frutas caracteristico de la acetona, cuerpo
cetdnico originado por la acidosis. Su tratamiento es la inyeccién de
insulina y de solucidn salina para reemplazar los fluidos corporales
perdidos. Se monitorean los niveles de glucosa, cuerpos ceténicos y
liquidos. Con tratamiento, el restablecimiento es rapido y completo' %,

Es mas conocido como coma diabético afecta a pacientes con DM2,
existe una secrecion residual de insulina, que impide que exista
cetoacidosis, pero existe hiperglucemia y sus secuelas, no existe
sintomatologia acidética. El tratamiento inmediato es la administracién

de grandes cantidades de liquidos para reestablecerlos a valores
normales'’.

Este trastorno puede ser producido por un exceso del consumo de
glucosa por insulina o estimulantes de su secrecién como las
sulfonilureas, ejercicio excesivo, ayuno prolongado, etc. Los 6rganos
mas sensibles al déficit de glucosa son los del sistema nervioso central
(SNC), provocando disminucién de la funcién cognitiva, inquietud,
alteraciones de la conducta, confusion mental y coma, asi como
palpitaciones, sudoracion fria, taquicardia e hipertensién arterial. No
hay acidosis ni cetosis. El tratamiento inmediato es la administracion de
glucosa”' 0

Se debe a la exagerada produccién y deficiente catabolizacién o
excrecién del acido lactico, que es un producto de la glucélisis. La
cetosis, el estado hiperosmolar, la micro y la macro angiopatia
favorecen la produccién y acumulacion del acido lactico en las células.
La acidosis trata de compensarse con el aumento de la ventilacidn
pulmonar, existe depresién del SNC, con trastornos que llevan a la
confusién, sopor y por ultimo, al coma. Ademas se determina
insuficiencia cardiaca e hipotensién arterial. Su tratamiento requiere el
uso de alcalinizantes como el bicarbonato de sodio"”.

2.5.6.2 COMPLICACIONES CRONICAS

Las complicaciones crénicas de la DM se desarrollan en un lapso de 10 a 15 aiios de la

progresidn de la enfermedad. La causa de muerte més frecuente de la DM es por infarto al

miocardio causado por la ateroesclerosis, la segunda causa es la insuficiencia renal y la retinopatia es

la causa principal de ceguera en adultos®’ (Tabla 4).
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Tabla 4. COMPLICACIONES CRONICAS DE LA DM

I. Sistema

Vascular

I1. Nefropatia

III. Neuropatia

1V. Retinopatia

La ateroesclerosis de las arterias coronarias y la hipertension, dafan las venas,
tejidos y organos a través de los cuales pasa la sangre (Figura 11). El
incremento de la concentracion de lipidos en sangre, promueven la formacion
de depésitos grasos que engrosan las paredes de las arterias produciendo, una
reduccion del conducto y pérdida de flexibilidad. No se conoce con exactitud la
patogenia, pero se relaciona con la hiperglucemia. Ademads, puede provocar
gangrena de extremidades inferiores e impotencia en el varén' .

La insuficiencia renal es causada por el deterioro de la funcion depuradora de
los rifiones, produciendose urema, hipoalbuminemia y aparicién de edemas e
hipertensién. La eliminacién de albiumina en la orina es uno de los signos
principales para predecir el grado de lesion renal. Su frecuencia en DMI
aumenta con la duracién de la enfermedad, mientras que en DM2 es mucho
menor. El control estricto de la DM y de la hipertension puede retardar su
desarrollo. La dialisis cronica y el transplante renal son las medidas habituales
que se toman en este tipo de complicacién' %,

Los nervios periféricos, encéfalo y médula espinal pueden deteriorarse con
DM. La alteracién mas frecuente es la neuropatia periférica simétrica, que
afecta a los nervios motores y sensitivos de extremidades inferiores. Se
caracteriza por la lesion de la célula de Schwann (degeneracién de la mielina y
afectacion de los axones). Puede aparecer especialmente en los dedos e incluso
en las manos, provoca una sensacién dolorosa con calor, con el tiempo las
areas afectadas se vuelven menos sensibles y estdn expuestas a heridas e
infecciones. Una consecuencia de esta es la formacién de dlceras y
posteriormente gangrena. Se puede tratar con analgésicos convencionales o
antiinflamatorios no esteroideos" %*.

Se desarrolla un error en la refraccién ocular, que produce visién borrosa. Las
lesiones de la retinopatia se clasifican en dos: Retinopatia Simple. Existe
incremento de la permeabilidad capilar, oclusién, dilatacién, hemorragias,
microaneurismas y exudados algodonosos que representan el escape de
proteinas y lipidos de los capilares dafiados®™ (Figura 12). Retinopatia
Proliferativa. Existe formacién de nuevos vasos y cicatrizacién. La
hemorragia vitrea y el desprendimiento de retina son dos complicaciones que
determina la pérdida subita de la visién de uno de los dos ojos®” La
retinopatia es el problema mas comin, aunque las cataratas y el glaucoma
también se presentan’. En México el 3.7% de pacientes tiene una severa
pérdida visual®®. La retinopatia es un indicador del progreso de la enfermedad,
por lo que es importante un examen de la vista regularmente.
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Tabla 4. COMPLICACIONES CRONICAS DE LA DM

V. Otras A.
Complicaciones

Aparato Digestivo. Existe disminucion del reflejo nauseoso y diarrea o
constipacion. Se recomienda como tratamiento tetraciclina y laxames.

B. Aparato Urinario. Se caracteriza por el vaciamiento defectuoso de la vejiga.
Al ultrasonido se observa una vejiga llena después de la miccién. En el vardn
se puede presentar eyaculacién retrégrada e impotencia sexual.

C. Pie Diabético. Se considera un marcador de DM, se puede presentar al inicio
con necrosis de la epidermis y degeneracién de colagena. Puede llegar hasta la

amputacion del miembro.

D. Dermatopatia Diabética. Se inicia por una lesién primaria que desencadena
lesiones maltiples y en algunos casos vesiculas, este tipo de lesiones aparecen
tardiamente, por lo que se requiere de un constante chequeo clinico.

E. Piodermias. Enfermedades en la piel como erisipela, provocadas por
microorganismos como estafilococos y estreptococos.

F. Micosis. Infeccién por hongos, como la tifia en pies, ingles y ufias.

G. Virosis. Los pacientes manifiestan lesiones herpéticas provocadas por el virus
de herpes simple y herpes zoster, que pueden ser hemorragicas y necréticas.

H. Rubeosis S¢ pone de manifiesto con una coloracién rojiza en pies, manos,
cara, provoca sensibilidad a la Juz.

Diabetic risk

Normal

Blood vessel damage
in the feet may
cause tissue damage

Figura 12. En la retinopatia diabética, existen
hemorragias, microaneurismas ¢ incremento de la
permeabilidad capilar. Estos problemas causan
visién borrosa en los pacientes dlabéncos y en los
casos mas severos se produce ceguera'™

Figura 11. Las personas con diabetes tienen un
mayor riesgo de sufrir lesiones en los vasos
sangufneos, estas lesiones pueden ser bastante
sevel;las y causar dafio en los tejidos de piernas y
pies

Normal retina

Retinopathy

Hemorrhage Aneurysms

disk

25



ANTECEDENTES

2.5.7 HISTOPATOLOGIA EN LA DM

La histopatologia de 1a DM, describe las lesiones histologicas observadas en los pacientes

con 10 a 15 afios de la progresion de la enfermedad 26 (Tabla 5).

Tabla 5. HISTOPATOLOGIA EN LA DM

I. Pancreas

II. Rifién

IMI. Nervios
Periféricos

IV. Retina

Estas lesiones son inconstantes y rara vez utiles para el diagndstico, son mas frecuentes en
DMI y las alteraciones pueden ser: Reduccién del numero y tamafio de los Islotes, la
mayoria de los Islotes son pequefios y dificiles de identificar en DM1. Infiltracién
leucocitaria de los islotes, formada principalmente por linfocitos, se puede identificar en la
etapa critica de DM1. Con microscopia electronica, puede observarse degranulacion de las
células (reflejo del agotamiento de la Insulina almacenada en las células qiue ya han sufrido
dafios) y fibrosis. Esta alteracién es mas frecuente en los casos de DM2 ***',

Se pueden encontrar cualquiera de las siguientes lesiones: 1) afectacion glomerular
con tres patrones caracteristicos: Glomerulosclerosis difusa, que es un aumento de la
matriz laminar mesangial. Glomerulosclerosis nodular, se manifiesta con un
sindrome nefrético caracterizado por proteinuria, hipoalbuminuria y edema.
Engrosamiento de la membrana basal capilar (figura 13). Tanto la forma nodular
como la difusa producen la aparicion de finas cicatrices en los rifiones, haciendo que
la superficie cortical adopte un patrdn granular; 2) lesiones vasculares renales,
principalmente aterosclerosis renal, que es el engrosamiento de los vasos sanguineos
del nfién, afectando a las arteriolas aferentes y eferentes; 3) pielonefritis, es la
inflamacién aguda o crénica de los nifiones. La pielonefritis aguda tiene un patrén
especial, la papilitis necrotizante 263",

En estas lesiones se observa atrofia y pérdida axonal con signos de desmielinizacion
segmentaria, separaciones axogliales y alteraciones en los procesos de regeneracion
peural. Paralelamente, existen signos de proliferacion conectiva endoneural y
afectacion de los "vasa nervorum" (engrosamiento de la mermbrana basal) 7 *'.

Se detectan capilares dafiados con hemorragias, microaneurismas y exudados algodonosos
que representan el escape de proteinas y lipidos 2.

Figura 13. Glomérulo con ampliacién de espacios
mesangiales. Engrosamiento de la membrana basal
glomerular26.
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2.58 TERAPEUTICA DE DM

El tratamiento de eleccién para la DM, consiste en una dieta, ejercicio y una terapia de
reemplazo con insulina o hipoglucemiantes orales. Ademas, se deben eliminar las condiciones de
riesgo cardiovascular como el tabaquismo, sedentarismo y sobrepeso e instruir al paciente en
estrategias de autocuidado y vigilancia de la glucemia. Su objetivo es evitar las complicaciones
mediante el control de los niveles de glucosa, dentro del rango normal ( 70 a 110 mg/dL ) *2.
2.5.8.1 HIPOGLUCEMIANTES ORALES

Existen seis grupos de medicamentos orales aprobados por ADA, para el tratamiento de
los pacientes con DM2, que comprenden las sulfonilureas (tolbutamida, clorpropamida,
glibenclamida, glipizida, glimepirida, gliclazida); los analogos de meglitinida (repaglinida); los
derivados de fenilalanina (nateglinida); las biguanidas (metformina); las tiazolidinedionas
(pioglitazona, rosiglitazona) y los inhibidores de a-glucosidasa (acarbosa, miglitol).

Todas estas opciones estan indicadas siempre y cuando Jas estrategias no farmacolégicas
(dieta y ejercicio) hayan resultado insuficientes para mantener controladas las concentraciones de
glucosa en sangre. Los primeros tres grupos mencionados corresponden a farmacos que estimulan
la secrecion de insulina por parte de las células beta del pancreas y por lo tanto su uso entrafia un
riesgo variable de hipoglucemia, en tanto que los otros no producen tal alteracién, razén por la
cual reciben el nombre de antihiperglucemiantes®” **.
Terapia combinada con medicamentos orales

Debido a que actian de diferentes maneras para reducir el nivel de glucosa en la sangre,
los medicamentos mencionados pueden utilizarse de manera conjunta. Puesto que los
mecanismos de accion de sulfonilureas y metformina son complementarios, la adicién de la
biguanida es una estrategia razonable para aquellos casos en los cuales hay resistencia secundaria

a las primeras. Asi mismo existen muchas combinaciones posibles”.
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Tabla 6. MEDICAMENTOS ORALES APROBADOS POR ADA
PARA EL TRATAMIENTO DE LA DM?2 *

Firmaco

_ Dosis/dia (mg)

Caracteristicas

Sulfonilureas
(2* generaci6n)

Glibenclamida
Gliclazida
Glipizida
Glimepirida
Biguanidas

Metformina

Tiazolidinedionas

Pioglitazona
Rostiglitazona

Inhibidores de alfa
glucosidasa

Acarbosa
Miglitol
Analogos de meglitinida

Repaglinida

Derivado de fenilalanina

Nateglinida

2.5-20
40-240
5-40
1-8

500-2.500

1545
4.8

50-300
75-300

0.5-16

60-360

Farmacos mas ulilizados para el control de la
hiperglucemian. Promueve la secrecidn de insulina en
el pancreas e incrementan el nimero de receptores
periféricos para la hormona®’. Debido a su mayor
seguridad (reducen el riesgo de hipoglucemia), se
prefieren las de 2* generacién cuya accién puede

extenderse hasta por 24 horas 3,

Son antihiperglucemiantes. Aumentan la sensibilidad de
los tejidos periféricos a la insulina, disminuyen la
absorcion intestinal de glucosa e interfieren con la
gluconeogénesis  hepatica; ademds, estimulan la
utilizacién de glucosa y la lipogénesis en el tejido
adiposo. Como no promueven la liberaciéon de insulina,
no causan hipoglucemia. Uno de los posibles efectos
secundarios de la metformina es la diarrea, por ese
motivo, se recomienda su administracién con las
comidas*® .

Farmacos de més reciente desarrollo. Aumentan [a
sensibilidad periférica a la insulina en el masculo y
grasa, también reducen la produccion de glucosa en el
higado. Se administran una o dos veces por dia, con las
comidas. Pueden provocar un efecto poco frecuente,
aunque grave en el higadozz' 34

Reducen la hiperglucemia posprandial, al interferir con
la absorcion intestinal de disacaridos. Reducen el ritmo
de descomposicién de azmicares. Su accién reduce el
aumento del nivel de glucosa en la sangre después de las
comidas. Los efectos secundarios, incluyen flatulencia y

diarrea®® .

Farmaco derivado del 4cido benzoico, se une a un
receptor diferente al de las sulfonilureas, incrementa la
secrecién de insulina. Es efectivo en la reduccién de la
glucemia postprandial cuvando es administrado dentro de
los 30 minutos previos 2 1a ingesta de alimento??.

Tiene la capacidad de unirse al receptor para las
sulfonilureas. La administracién antes de los alimentos,
dismoinuye la glucemia postprandial y la concentracién
sénca de hemoglobina glucosilada
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2.5.8.1.1 GLIBENCLAMIDA
Cl

CNHCH,CH, SO,NHCNH

OCHg
Figura 14, Estructura quimica de glibenclamida 3

La glibenclamida se utiliza como complemento a la dieta para reducir los niveles elevados
de glucosa en sangre en los pacientes con DM2. La accién hipoglucemiante de la glibenclamida
se debe a la estimulacion de las células B de los islotes pancreaticos lo que ocasiona un aumento
de la secreci6n de insulina (Figura 15).%> Para que el farmaco sea efectivo se requiere que exista
un niimero minimo de células B viables, lo que no ocurre en el caso de la DM1 o en casos severos
de DM2. La prolongada administracién de glibenclamida ocasiona efectos extrapancreaticos que
contribuyen a su actividad hipoglucemiante, como son la reduccién de la produccién de glucosa
hepatica o la mejora de la sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos, debido a un
aumento en el nimero de receptores insulinicos™. También produce un efecto diurético leve sin
afectar las concentraciones de &cido, se absorbe por el tracto digestivo y su efecto
hipoglucemiante se manifiesta en 2 horas, alcanzandose un maximo a las 3-4 horas. Se
metaboliza completamente en el higado originando dos metabolitos, que son sélo débilmente
activos. Los metabolitos y el farmaco sin metabolizar son eliminados por igual en la orina y en
las heces. Su vida media es de aproximadamente 10 h y la duracién del efecto hipoglucemiante es
de 24 h en pacientes con funcién renal normal. Su uso estd contraindicado cuando existe
enfermedad hepatica y han de administrarse con precaucién en los sujetos con insuficiencia renal.
El principal problema asociado a la utilizacién no vigilada de las sulfonilureas es la
hipoglucemia, que puede prevenirse mediante una adecuada prescripcidén, un seguimiento

juicioso del paciente y la educacion del enfermo acerca de los riesgos y los signos de alerta de la
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misma. La glibenclamida puede ser efectiva en pacientes que no responden a una o mas
sulfonilureas. La dosis recomendada en adultos es de 2.5-5 mg una vez al dia, antes del
desayuno, se aumenta progresivamente hasta estabilizar los miveles de glucosa. La dosis de

mantenimiento oscila entre 1.25 y 20 mg/dia, administrados en una ¢ mas dosis 2.3

Figura 15. La glibenclamida se une a los
receptores de los canales de K" sensibles a
ATP (adenosina trifosfato), induciendo el
cierre de dichos canales y reduciendo su
paso, en consecuencia, aumenta el contenido
intracelular de K, con el subsiguiente cambio
del potencial eléctrico de la célula
(originando la  despolarizacion de la
membrana). Esta despolarizacién estimula la
apertura de los canales de Ca®" sensibles al
voltaje y permiten la entrada de Ca?*
aumentando su concentracion intracelular, lo
que induce, a su vez, la secrecién de Ja
insulina a partir de los granulos maduros.
Mientras que en los tejidos periféricos se
incrementa la expresion de receptores para
insulina™*

2.5.8.2 INSULINA

El uso de la insulina exégena esta indicado para el tratamiento de todos los sujetos con
DMI1 y algunos con DM2 severa. Existen, tres regimenes conocidos para la administracion de
insulina, la terapia insulinica convencional, que implica la administracién de una o dos
inyecciones por dia de un preparado de insulina con accion intermedia; el esquema de multiples
aplicaciones, en el cual se emplea una dosis tinica de insulina de accién intermedia en las tardes,
acompafiada de inyecciones de insulina regular antes de cada comida y la infusién subcutinea

continua, por medio de un sistema de bomba que libera cantidades constantes de la hormona, a lo

largo del dia 2.
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Hoy en dia, la disponibilidad de la insulina humana recombinante, minimiza de manera
considerable la frecuencia de reacciones alérgicas y de resistencia a la insulina mediada por
mecanismos mmunoldgicos, que ocurren al utilizar insulinas de origen animal. El objetivo es que
el paciente tenga un metabolismo de carbohidratos, grasas y proteinas cercano a la normalidad M

Las preparaciones de insulina las podemos clasificar segun su especie en: Bovina, porcina
y humana. Las insulinas de origen bovino y porcino se extraen del pancreas de dichos animales.
Las insulinas humanas pueden obtenerse de dos maneras, por modificacion de la insulina porcina
(insulina humana semisintética) y por ingenieria genética, a partir de cultivos de bacterias u
hongos, a los cuales se les introdujo informacion genética, para comenzar a producir insulina
humana (insulina humana biosintética)®>.

También se pueden clasificar segin su tiempo de accion (Tabla 7) en:

A. Insulinas de accidn ultrarapida: Andlogos Aspart y Lispro (insulinas sintéticas). Estas
insulinas, se absorben ripidamente y comienzan su accién de forma casi inmediata, son
ideales para el tratamiento intensificado ya que se logran mejores controles glucémicos dos
horas después de comer y se reduce el nesgo de hipoglucemias.

B. Insulinas de accién rapida: deben inyectarse unos 20-30 minutos antes de las comidas, con el
objetivo de adaptar la disponibilidad de la insulina a la absorcion.

C. Insulinas accién intermedia: Insulina NPH (Neutral Protamine Hegedom) e Insulina Lenta.
La NPH se absorbe de forma lenta debido a la adicién de protamina a la insulina regular. La
insulina lenta, por la adicién de Zinc, tiene una accién ligeramente mdas duradera que la NPH.

D. Insulinas de accién prolongada: La insulina ultralenta es absorbida muy lentamente. La

insulina glargina, forma un precipitado en el tejido subcutaneo, de donde se libera de forma

lenta y gradual en 24 horas %,
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Tabla 7. Tipos de Insulina

Tipos Indicaciones Administracién Inicio del Accién Duracion del
Efecto Maxima Efecto
Accion Ultrarapida Subcutanea,
Intramuscular, 5-15min 45 a 90 min 3Jadh
DM intravenosa.
DM2 no
Accion Rapida controlada. Subcutanea, 30 - 45 min 2a4h 6a8h.
Acidosis y intramuscular
coma diabético.
Accion Intermedia Hiperpotasemia Subcutanea, 1-3h 8al2h. 12a24h.
NPH intramuscular
Acci6n Ultralenta Subcutanea, 4-6h. 16224 h. 24 a36h.

intramuscular

2.5.8.3 DIETA

Un buen plan de alimentacién para las personas con DM2, es suficiente para lograr un
control adecuado de los niveles de glucosa. Dicha estrategia contribuye, a normalizar las cifras de
lipidos séricos, en especial cuando existe hiperirigliceridemia o dislipidemia ‘mixta
(hipercolesterolemia con hipertrigliceridemia). El paciente diabético debe recibir, entre 250 a 500
calorias menos que una persona sana. Debe ingerir fibra, en forma soluble (cereal o avena), es
apropiado sustituir las grasas de origen animal (ricas en acidos grasos saturados) por grasas
insaturadas tales como los aceites de origen vegetal (de oliva o girasol) y promover el consumo
de pescado o aves de corral y reemplazar el aziicar conun por edulcorantes artificiales® **. En la
Figura 16, se presenta una guia de alimentacion.
2.5.8.4 EJERCICIO

El ejercicio tiene varios efectos benéficos, a saber: mejora la sensibilidad periférica a la
insulina, ayuda a disminuir los niveles elevados de glucosa dentro de un rango normal, reduce el
peso corporal y el riesgo de eventos cardiovasculares, disminuye los requerimientos de insulina y,

por ultimo, es una efectiva medida profilactica contra la enfermedad coronaria. Como cualquier

herramienta terapéutica, sus efectos deben ser supervisados por el médico que lo esta indicando;
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desde un punto de vista practico, los beneficios y los riesgos se deben evaluar en forma
individual. Se debe cuidar el estado de hidratacién, ya que esta puede afectar los niveles de

. . 38
glucosa sanguinea y la funcion cardiaca.

,ﬂ GUIA DE ALIMENTACION
ﬁ) Recomendada a°

Elaboro:
Roclones de alimentos
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% pteza t . ' > -
1 pieza Pan 033 a @i A, - L
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@[ e Y -
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Medias noches Bollo para hamburguesa

S
- P2y <= > % pieza —
e Tt ipezs @

oales y
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Fryol cocido Lenteja cockda Haba seca Garbanzo cocido Alverjon cockdo Soya cocida
Y laza Yataza cocida ¥ taza Vi taza Y5 laza % taza

Leguminosas: 1035 kcal

verguras grupo A’ (sceigas, apio, brocoll, catabacitas. col, coliflar,
chayote. ejoten, espinacas, jitomate, lechugs,
i g nopales. pepinos, rabanca, repollo. romeros,
r tomate). t taza = 28 kcal
Yerduras gripe "B (betabel, calabaza de caslila. chicharo, cebolln
duice. nabo. zanahoria)" 1 taza = 120 kcal

Aﬂﬂ o ‘Varduras: Grupo A= 28 kcal. Grupo B - 120 keal

Exuta chica (cirvela, tejocote, guayaba chabacano, higo, ima): 3pvezas
El'].lla..mﬁi!i.ﬂi (durazno, manzana, naranja, pera, mandarina. tuna Kmn) 1 pieza
Erula grande (sandia, meton, pifa, papaya) 1 taza
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; Grasa: 45 kcal

Figura 16. Guia de alimentacién para el paciente con DM2 =
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2.5.9. MEDIDAS DE PREVENCION.

Estudios de investigacién han descubierto que si se hacen cambios en el estilo de vida se
puede prevenir o retrasar la aparicién de la DM. Las medidas preventivas para mantener la salud
y calidad de vida son: educar a médicos y trabajadores de la salud para mejorar su eficiencia en el
cuidado del paciente diabético, asi como tomar en cuenta los factores principales que deben
evitarse: obesidad, desnutricién, sedentarismo, consumo de alcohol, estrés severo y prolongado,
uso injustificado de medicamentos que afectan al metabolismo de los carbohidratos (tiazidas,
glucocorticoides, etc). Se debe realizar tamizaje a toda persona mayor de 25 afios y mujeres
embarazadas que acudan a consulta a las unidades de salud del sector publico y privado, ya que
es importante la deteccién temprana y el tratamiento oportuno de la DM a fin de retrasar
cualquier tipo de complicacién, como amputacion, ceguera, enfermedades cardiovasculares,
renales, etc. Es necesario promover en la poblacidn habitos nutricionales adecuados, la
realizacion de algun ejercicio fisico y educacion sobre DM 2223,

2.6 LOS MODELOS ANIMALES

En la época de los griegos se utilizaban animales para ensayos médico-cientificos, con el
proposito de comprender el funcionamiento del cuerpo, las posibles causas de enfermedades y su
curacién. Durante el Renacimiento, Leonardo da Vinci estudié diferentes animales para describir
sus anatomias y compararlas con la humana. Sin embargo, fue en las tltimas décadas del siglo
XX que comenzd, el uso sislematico de animales en la experimentacion cientifica, lo cual
permitié el desarrollo de vacunas, antibidticos, la obtencién de la insulina, dilucidacién de la
estructura del Acido desoxirribonucleico (ADN) y avances en la investigacién del cancer,
.Lrasplantes de érganos, sida, etc 3,

La expernimentacién con animales es fundamental, no solo para comprender los
mecanismos celulares, sino también para favorecer el desarrollo de mejores métodos de

prevencion, diagnéstico y tratamiento de las enfermedades que afectan al ser humano y a los
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animales. Su uso también es indispensable para las pruebas de potencia, alcance y seguridad de
sustancias biolégicas utilizadas en medicina y para la determinacidén de la toxicidad de los
compuestos cuyo uso puede representar un riesgo para la salud. Un modelo animal es aquel que
posee determinadas caracteristicas que le permitan ser asociado con alguna patologia humana y
para su eleccién es importante tener en cuenta algunas caracteristicas generales como el costo,
disponibilidad, generalizacién de resultados, facilidad y adaptabilidad a la manipulacién
experimental, tiempo de vida, sexo (las hembras tienen una hemostasia menos estable por los
ciclos hormonales, asi que se opta por usar machos) y edad (la capacidad de reaccion cambia con
la edad, por lo tanto se trabaja con animales jovenes y adultos).*®
2.6.1 MODELOS ANIMALES DE DM

Los animales con DM han contribuido para entender las causas, consecuencias y
tratamiento de este sindrome metabdlico, aunque no representen exactamente los aspectos de la
enfermedad en el ser humano’’. Se caracterizan por adquirir una hiperglucemia inicialmente
moderada, que con el tiempo se torna severa y se acompaila de hiperinsulinemia, pérdida de peso
y en ocasiones, cetosis’®. La DM se puede presentar de forma espontanea o inducida por
distintos métodos®.
2.6.1.1 BIOMODELOS ESPONTANEOS

La DM ha sido estudiada en animales que la desarrollan por medio de dos factores
patogenéticos (defectos inmunoldgicos y predisposicién genética). Se presenta en varias especies
de mamiferos (hamster chino, conejos Nueva Zelanda, perros y monos), los cuales no son lo
suficientemente comparables con la DM en seres humanos (Figura 17). En este caso los modelos
més representativos son las ratas BB (BioBreeding) y los ratones NOD (No obese diabetic). La
incidencia de la DM también depende de los factores ambientales, como el contacto con agentes
infecciosos (virus), por esto es necesario que los animales se crien en condiciones SPF (Libres de
patdgenos especificos) o VAF (Libres de anticuerpos virales). Otro tipo de factores pueden ser,
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la dieta (alimentos ennquecidos con grasas saturadas o azicares simples, que pueden

desencadenar DM), el estrés crénico el cual afecta el metabolismo de la glucosa y las hormonas™.

2.6.1.2 BIOMODELOS INDUCIDOS
Diversos son los métodos que permiten inducir la DM como se menciona a continuacion:

A. Manipulacién genética. Las técnicas de manipulacion genética han permitido obtener
animales transgénicos y knockout, que son el mejor sistema para el estudio de las
enfermedades humanas de origen genético.

B. Procedimientos quinirgicos. La pancreatectomia parcial crea un estado indistinguible de la
DM en el humano, de esta forma se estudian los efectos colaterales como lesiones hepaticas,

~ renales y de la médula dsea.

C. Induccién hormonal. Excesivas dosis de hormonas contrarreguladoras, producen estados de
hiperglucemia, como la administracién de Dexametasona un glucocorticoide que en distintos
periodos de la vida, afectan selectivamente la resistencia a la insulina en diferentes tejidos.

D. Empleo de sustancias quimicas. Existen farmacos que son capaces de provocar la diabetes en
individuos no diabéticos. Algunas de estas sustancias pueden inducir a la resistencia
insulinica o causar dafio en las células B, provocando la enfermedad. Dentro de estas se
encuentra la Estreptozotocina (STZ) que es un antibitico de amplio espectro citotéxico.
Otras sustancias capaces de causar diabetes cronica son el Alloxan que causa necrosis de las
células B, pero no insulinitis, el Vacor es un rodenticida capaz de provocar severa
insulinodeficiencia en seres humanos, agentes quelantes y otras que también son f

destructoras, pero con un efecto menor que la STZ. También, la ingestiéon de nitrosamidas

producen dafio a las células B y finalmente diabetes®® *°.
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Figura 17. Ratén ICR. Modelo Inducido de DM*.

2.7 ESTREPTOZOTOCINA

i
OH

Figura 18. Estructura quimica de STZ (2-Deoxy-2 {[metil-nitrosoamino)carbonil]amino}D-
glucopiranosa)

STZ (Derivado nitroso de glucosamina) es una mezcla de estereoisémeros o y B. Se
encuentra en la naturaleza como cristales, o polvo amarillo palido, es soluble en disolventes
polares, el compuesto puro es sensible a la humedad y a la luz, se descompone a diazometano en
soluciones alcalinas y con el calor, emitiendo gases téxicos de 6xido de nitrégeno. Es un
antibiético de amplio espectro extraido de Streptomyces achromogenes y también es sintetizado
quimicamente. Es una toxina de las células B pancreaticas que induce una rapida e ureversible
necrosis de las células B. Es ampliamente usado para producir modelos experimentales de DM *'.

La STZ entra en la célula B via un transportador de glucosa (GLUT2) y actia como un
donador de éxido nitrico en las células pancreéticas que son particularmente sensibles al dafio por

6xido nitnico y radicales libres debido a sus bajos niveles de enzimas protectoras. Dando como
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resultado la destruccién de las células B por necrosis.”® También puede actuar como agente

metilante del ADN *2,

Se cree que la STZ es un carcinégeno humano debido a la evidencia que se tiene en
animales de experimentacion, ya que cuando se administra la STZ, induce un incremento en la
frecuencia de tumores en rifién y pulmén en ratones de ambos sexos, ademas produce tumores
uterinos en ratones hembra®.

También es un potente agente antibacteriano, pero nunca ha sido usado comercialmente
para este proposito.

La DM inducida por STZ se puede producir de dos formas diferentes. Por una dosis alta y
Unica, que causa la muerte de las células B dentro de las primeras 24 horas, induciendo una severa
insulinodeficiencia y cetosis o mediante dosis bajas y repetidas que al 5° dia causan una parcial
reduccién de las células B, lo cual puede aprovecharse para producir un estado diabético sin
tendencia a la cetosis. En la actualidad es el producto mas utilizado como agente diabetogénico
por su mayor accién citotoxica, la sensibilidad varia segin la especie animal, linea, sexo, edad y
estado nutricional, pero presenta el inconveniente de tener un elevado costo en el mercado’®.

2.8 TAMARINDO

Debido a que los tratamientos contra la DM, producen efectos adversos, se recurre al uso

de sustancias altemativas de origen natural, como es el caso de el Tamarindus indica Linn.

2.8.1 GENERALIDADES

Nombre cientifico: Tamarindus indica Linn.

Nombres comunes en México: “tamarindo” que se deriva del arabe “tamar-u’l-Hind”, significa
“datil de la India”, en Yucatan es conocido como Pachuhul, Pachuhuk.

Sinénimos: tamarindus occidentalis, tamarindus officinalis, tamarinde, roka, humer, ardeib,
indian date, hemor, tamarainer, tamarinde, indian tamarrind, tintiri, hitta, asam jawa,
tamarindizio.

Familia: Leguminosas

Subfamilia: Caesalpinioideae

Tribu: Amherstieae

Genero: Tamarindus

Especie: indicus Linn
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2.82 DESCRIPCION

Tamarindus indica Linn Es un arbol de 20 a 25 m de altura, perennifolio, con diametro del
tronco de hasta 150 cm, posee una copa redondeada, esparcida y densa, con ramas bajas, hojas
parapinadas y una corteza gruesa, grnis y con fisuras profundas. La florescencia ocurre en
sincronia con los nuevos brotes foliares, lo cual ocurre en la mayoria de las areas durante la
primavera y el verano. Las flores aparecen en agrupaciones pequeiias y vistosas de flores de color
amarillo palido con una venacién de color rosa. Las flores individuales, miden aproximadamente
2.5 cm de diametro, poseen tres estambres y tres pétalos de tamafio desigual, uno con vetas
amarillas y rojas o anaranjadas, y los otros dos reducidos a unas escamas diminutas. El tamarindo
comienza a producir fruta entre los 7 y los 10 afios de edad, estabilizandose alrededor de los 15
afios. Las frutas, de forma oblonga con una seccién transversal, tienen de 8-15 cm de largo, de
1.9-2.5 cm de ancho, de 1- 1.6 cm de grueso, forma curva y protuberancias irregulares de color
pardo (Figura 19). Las vainas maduras son de color pardo con un epicarpio quebradizo y
contienen semillas (3 a 10) envueltas por una pulpa fibrosa y de color pardo oscuro. Las semillas
son obovoides-orbiculares, comprimidas, de color pardo brillante, de aproximadamente 1.6 cm de
largo, con alrededor de 850 a 1,000 semillas por kilogramo. La semilla del tamarindo esta
constituida por proteinas, fibra, carbohidratos, almidén, acidos grasos y taninos entre otros.*
2.8.3 HABITAT

El tamarindo es nativo de las sabanas secas del Africa tropical. El arbol fue introducido a
Egipto, el Medio Oriente y Asia por comerciantes 4rabes en tiempos antiguos. Este arbol se ha
plantado y naturalizado extensamente en las regiones tropicales y subtropicales de América. El
tamarindo llegé a México traido por los espaiioles, probablemente al principio de la Colonia, su
cultivo se extendié rapidamente en las zonas tropicales de nuestro pais, especialmente en la

vertiente del Pacifico, en los estados de Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Chiapas e incluso

Yucatan.

39



ANTECEDENTES

2.84 CLIMA

El tamarindo prospera en lugares con clima calido y semiseco, pero se ha adaptado a
regiones que poseen estaciones secas de larga duracion. En regiones tropicales hiimedas con un
patrén de precipitacidn continua, los arboles tienden a crecer de manera pobre y por lo general no
producen fruta. Las plantulas son muy sensibles a las heladas, pero pueden soportar las sequias.
Las ramas, flexibles pero fuertes, rara vez se ven afectadas por el viento.
2.8.5 SUELOS Y TOPOGRAFiA

El tamarindo requiere de suelos aluviales profundos, pero prospera en una variedad de
suelos, incluyendo las arenas costeras y los suelos rocosos, aunque se ha reportado crecimiento
pobre en sitios con capas inferiores sélidas, calcéreas y poco profundas.
2.8.6 COSECHA

Este importante fruto tiene su época de cosecha en nuestro pais entre enero y abril,
dependiendo de la region y del ejemplar, ya que no todos maduran a la vez, lo que representa una
gran ventaja para su comercializacién.**
2.8.7 USOS

El tamarindo tiene propiedades nutritivas Unicas, gracias a su contenido de acido tartarico,
citrico y ascérbico (vitamina C), también, contiene azicares, vitaminas y minerales. Es una
fuente rica en calcio y tiene un altisimo contenido de fibra. Consumirlo es una manera natural de
obtener los nutrientes que nuestro cuerpo necesita, por lo que se podria considerar como un
excelente complemento alimenticio multivitaminico. La pulpa se usa extensamente en la cocina
para la preparacién de refrescos, confituras y helados. Las hojas, las flores y a veces las semillas
se usan también en recetas de cocina. Las semillas molidas pueden ser preparadas para ser usadas
en la estabilizacién de alimentos procesados y para la conversidon de jugos de frutas en jaleas. Es
un valioso recurso para la industria textil, y su madera se usa para lefia, carbon, cimbras, pilares,

muebles, etc. Las raices son un abono natural para el suelo, ya que al ser una leguminosa

40



ANTECEDENTES

establece relaciones con bacterias fijadoras de nitrégeno. En la medicina tradicional y altemnaliva,
se ha utilizado para el tratamiento de multiples enfermedades. Por lo anterior hoy en dia forma
parte de la vasta herbolaria medicinal de nuestro pais. Asi, la pulpa se utiliza como laxante o
purgante, en cocimiento contra las fiebres (antipirético), y la corteza como astringente. Se
asegura que es efectivo contra el dolor de cabeza, quemaduras de azotadores, conjuntivitis,
resfriados, tos, vémito, ictericia, hemorroides, llagas, inflamacién, hemorragias ¢ hipertensién,
para el rratamiento de la disenteria, tilceras y piedras en la vejiga, ademas de sus cualidades como
fungicida y antihelmintico e incluso, como un eficaz remedio contra la resaca.*® En México, el
tamarindo es un fruto delicioso el cual es utilizado en la preparacién de dulces y saborizantes. En
la medicina tradicional como laxante debido a la propiedad que posee de retener liquido en el
intestino, ademas, se sabe por tradicién oral que en el estado de México y en otros paises de

Africa es ntilizado en el ratamiento de la DM por su capacidad de reducir glucosa en sangre.*

Figura 19. Fruto del arbol Tamarindus indica Linn
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3.0 JUSTIFICACION

La DM es un trastorno cronico, que afecta aproximadamente al 25% de la poblacién
mundial y en México al 10.9 % de la poblacién mayor de 20 afios®. En la medicina actual no
existe una terapia efectiva para curar la DM. Sin embargo, existe la terapia para mantener el
control de la enfermedad. Esta terapia consiste en una dieta balanceada, ejercicio vy
medicamentos, pero en ocasiones dichos tratamientos no suelen ser efectivos por lo que tienen
que ser combinados, ademas, el tratamiento con medicamentos tiene el inconveniente de producir
efectos adversos, después de una administracion crénica’. Por esta razén, en los ltimos afios se
han intensificado los esfuerzos tratando de encontrar un tratamiento alternativo basado en
productos de origen natural como las plantas o extractos de ellas, los cuales generalmente no
presentan efectos toxicos.

Desde hace cientos de afios en las practicas medicinales, por tradicién han sido utilizadas
muchas plantas como remedios para €l control de la DM, varias de estas plantas son comestibles,
lo cual es sumamente interesante debido a la unién que se obtiene de dos factores de control para
la enfermedad (medicamentos y alimentacion). Debido a la biisqueda de nuevos tratamientos para
la DM, se ha incrementado el numero de investigaciones clinicas dirigidas ha la validacién de las
propiedades “antidiabéticas” que se atribuyen empiricamente a estos remedios*®. Los resultados
de estos experimentos han demostrado que numerosas plantas poseen actividad hipoglucemiante
y las diferencias entre estas es debido a los distintos mecanismos de accién por los que actian®’.
El Tamarindus indica Linn es usado tradicionalmente por la poblacién mexicana como un
remedio para la DM. El propdsito de este trabajo es evaluar su actividad “antidiabética” y
comparar los resultados con Insulina y Glibenclamida para tener una visién de su posible
mecanismo de accion. Ademas, este trabajo es la base cientifica de futuros estudios por realizar
con el fin de poder usarse como tratamiento alternativo para el contro! de esta enfermedad y de
este modo mejorar la calidad de vida del paciente diabético.
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4.0 HIPOTESIS

Considerando que el extracto acuoso de Tamarindus indica Linn es utilizado en la
medicina tradicional por individuos diabéticos, la hipdtesis se plantea de la siguiente manera:
1) Si el extracto acuoso de semilla de Tamarindus indica Linn se utiliza en individuos diabéticos,
sin un estudio cientifico, entonces en un estudio de este tipo, demostraremos tal efecto.
2) Si el extracto acuoso de semilla de Tamarindus indica Linn produce un efecto “antidiabético”,

entonces, se espera que dicho efecto sea similar al obtenido con Insulina y Glibenclamida.

5.0 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

o Evaluar y comparar la actividad “antidiabética” del extracto acuoso de Tamarindus indica
Linn con Insulina y Glibenclamida en ratones.

OBJETIVOS PARTICULARES

o Obtener diferentes extractos a partir de la semilla de Tamarindus indica Linn y determinar
cual extracto es el que presenta el mejor efecto hipoglucemiante en ratones integros.

o Realizar una curva de concentracién glucosa contra tiempo en ratones integros y determinar
el tiempo al cual estos presentan el mayor valor de la concentracion de glucosa en 24 horas.

o Realizar una curva de concentracién glucosa contra tiempo en ratones integros y diabéticos
siguiendo un tratamiento con los extractos e insulina en 24 horas.

o Realizar un tratamiento comparativo del efecto del extracto de Tamarindus indica Linn con
Insulina y Glibenclamida por 31 dias*®.

o Dilucidar el posible mecanismo de accion del extracto acuoso de Tamarindus indica Linn.
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6.0 METODOLOGIA

6.1 MATERIAL

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

o

Ratones machos cepa ICR (30 = 2.5 g). Provenientes del Centro UNAM-Harlan. Los

animales tuvieron acceso libre a el alimento y agua ad libitum. Con un ciclo diario de 12 h

de luz y 12 h de oscuridad.

REACTIVOS

o

o

o

o

o

Acido Citrico. Laboratorio Mallinckrof

Citrato de Sodio. Laboratorio Mallinckrof

Estreptozotocina. Mezcla anémera. Laboratorio Sigma Chemical Co.

Extractos de Tamarindus indica Linn (Extractos obtenidos con ayuda de la Dra. Martha
Albores Velasco. Fac. Quimica, Divisién de Estudios de Posgrado, Edif. B Laboratorio 203)
Insulina accién rapida 100 regular. Laboratorio Eli Lilly, Sol. Inyectable 100 UV/mL
Glibenclamida (Insusym), tabletas 5 mg. Ultra Laboratorios.

Tiras reactivas Accu-Check Sensor Comfort. Laboratorio Roche.

Tiras reactivas Dextrostix II. Laboratorio Bayer

MATERIAL DE VIDRIO

o

o

Agitador de vidrio

Embudo Biichner

Matraz volumétrico de 10 mL
Matraz Erlenmeyer de 250 mL
Matraz Kitasato de 250 mL
Pipeta graduada de 10 mL
Pipeta volumétrica de S mL

Probeta 10 mL
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o]

o]

o]

Vaso de precipitados de 200 mL
Vaso de precipitados de 50 mL

Vidrio de reloj

MATERIAL DIVERSO

o]

o]

Cajas contenedoras.
Espatula

Hoja de bisturi.
Jeringa para Insulina.
Papel pH

Rejilla de metal.

Sonda para administracién intra gastrica.

EQUIPO

o]

Balanza granataria . Basculas finas Casa Valles, S.A.
Balanza analitica Mettier Toledo AG204
Glucémetro ACU-Chek Sensor. Laboratorio Roche
Parrilla Modelo PC-420. Corning

Rotavapor Biichi Switzerland R-114
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6.2 METODOS

Determinacion de la concentracién de glucosa en 24 horas en ratones integros

Curva de glucosa en sangre

Para determinar el patrén de concentracién de glucosa en sangre en ratones integros, se
toman muestras de sangre cada 3 horas durante 24 horas. Los resultados se promedian y se

grafican contra el tiempo. La metodologia realizada fue la siguiente:

Se pesaron y marcaron 6 ratones integros. A cada uno se le cuantificé la concentracién de
glucosa por medio del glucémetro (ACU-Chek Sensor), que es un dispositivo electronico

utilizado para realizar el monitoreo de los niveles de glucosa en sangre.

Se toma al ratén y se introduce en un aparato de sujecién para mantenerlo inmévil. Se
coloca la cola del ratén sobre un vidrio de reloj y se realiza un corte transversal en el extremo,
con una hoja de bisturi, se ejerce una ligera presién para inducir la salida de sangre. La gota de
sangre se coloca sobre el borde lateral de la tira reactiva (zona amarilla), la sangre es aspirada
automaticamente y el resultado de la prueba aparece en la pantalla del glucometro después de 26
segundos. (Figura 20).

EXPERIMENTO 1

Obtencién de los extractos acuosos de la semilla de TiL

Se obtuvieron tres extractos acuosos (EA). El extracto acuoso no.1 (EA1) se prepard con
la semilla molida en trozos pequefios, el extracto acuoso no.2 (EA2) con la completa y el extracto
acuoso no.3 (EA3) con la cascara de la semilla. La preparacion de los extractos se describe a
continuacién. Se limpia y elimina la pulpa del tamarindo hasta dejar la semilla libre de residuos.
Se tritura la semilla o se deja remojar hasta poder separar la cascarilla dependiendo del extracto a
obtener. Se pesa ¢l equivalente a 1.5 g de semilla, se coloca en un vaso de precipitados con 150

mL de agua destilada, se deja hervir hasta evaporar la mitad del volumen. Se deja enfriar y se
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reconstituye con metanol. Se deja reposar y se filtra (eliminacion del precipitado y residuos de la

. . ., . 49
semilla). Se elimina el metanol por evaporacién y se recupera el volumen con agua destilada™".

Determinacion del efecto hipoglucemiante de los extractos acuosos

Se pesaron y marcaron 12 ratones integros, se formaron 4 Grupos (n=3). A cada ratén se
le cuantificé la concentracion de glucosa inicial y se les administré por via esofagica el extracto
correspondiente al grupo: Grupo I (Control) con administracion de agua destilada, Grupo I
administracién de EAl, Grupo III administraciéon de EA2 y Grupo IV administracién de EA3.
Todos a una dosis de 80 mg/Kg con concentracién de 8 mg/mL. Después de cada administracién,
se esperan 30 minutos y se cuantifica la concentracion de glucosa, después se toman muestras
cada 3 horas, hasta finalizar la terapia tipo insulinica (dos administraciones por dia cada 12
horas)™. Los resultados se promedian y se grafican contra el tiempo.

EXPERIMENTO 2
Curva comparativa entre el EAl, EA2 ¢ Insulina siguiendo una terapia insulinica
convencional de 24 horas en ratones integros.

Se pesaron y marcaron 12 ratones, se formaron 4 grupos (n=3). Se cuantificé la
concentracién de glucosa inicial de cada ratén y se administré de la siguiente forma: Grupo I
(Control integro), administracién de agua destilada por via esofagica, Grupo I, administracién
del EA1, Grupo III, administracién del EA2, ambos extractos a una dosis de 80 mg/Kg y Grupo
IV (Control positivo), administracién de 0.06 Ul de Insulina por \‘/ia subcutanea (S.C). Después
de cada administracién (6:00 AM y 6:00 PM), se esperan 30 minutos y se cuantifica la
concentracion de glucosa, después se toman muestras cada 3 horas hasta finalizar la terapia (24

horas). Los resultados se promedian y grafican contra el tiempo.
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EXPERIMENTO 3 (Piloto en ratones diabéticos)
Induccién de la DM

La inducciéon de DM, se realizé mediante la administracién de STZ durante 5 dias
continuos por via intraperitoneal (IP)*°, a una dosis de 40 mg/Kg. La STZ se disuelve en buffer
de Citrato de Sodio (0.1 M, pH 4), la preparacién de debe realizar 15 minutos antes de su
administracién, debido a la inestabilidad de la STZ a la temperatura y al pH alcalino. Al 5° dia se
cuantifica la concentracién de glucosa en sangre, para verificar que los ratones sean diabéticos.
Curva comparativa de 24 horas entre el EA1l e Insulina en ratones diabéticos (db).

Se pesaron, marcaron y dividieron 15 ratones, en 5 grupos (n=3). Se cuantificé la
concentracién de glucosa en sangre a las 6:30 PM, hora a la cual se encuentra su mayor
concentracién (Experimento 2). Se induce la DM en los grupos 11, I, IV y V. Al 6° dia se inicié
un estudio de 24 h, realizando un tratamiento con el EAl e Insulina en db. Se cuantificd la
concentracién de glucosa inicial y se administré de la siguiente forma: Grupo I (Control integro),
administracién de agua destilada, Grupo I administracién del EAl (4 mg/mL), Grupo I
administracién del EA1 (10 mg/mL) y Grupo V (Control db), administracién de buffer de Citrato
de Sodio (0.1 M, pH 4). Todos los anteriores administrados por via esofagica y los EA a una
dosis de 80 mg/Kg. Grupo IV (Control positivo) administracién de 0.06 Ul de Insulina por via
S.C. Después, de la primera administracion (6:30 AM), se toman muestras cada 3 horas, durante
12 horas para repetir la administracién correspondiente por grupo (6:00 PM), se esperd una hora
y se cuantificé la concentracién de glucosa, después se toman muestras cada 3 horas, hasta

finalizar las 24 horas del tratamiento. Los resultados se promedian y grafican contra el tiempo.
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Figura 20. Cuantificacién de la concentracién de glucosa por medio del glucometro digital.

Administracién via esofagica Administracién via intraperitoneal

Figura 21. Se muestran las diferentes vias de administracién usadas en los experimentos.
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EXPERIMENTO 4
Tratamiento comparativo de EA de 7iL con Insulina y Glibenclamida.

Se marcan y pesan 36 ratones, s¢ separan aleatoriamente en cajas contenedoras en 6
grupos (n=6). Se induce la DM con STZ a los grupos [, I, ITI, IV y V, de la misma forma que ¢l
Experimento 3. Se cuantificé la concentracion de glucosa al inicio (dia 1) y al final de la
induccién (dia 5), a las 18:00 h. Al 6° dia se inicié el tratamiento con Insulina , Glibenclamida y
el EA1, de la siguiente forma: Grupo I (Vehiculo db) se le administré agua destilada por via
esofagica, Grupo II (Control positivo) se le administré 0.04 UI de Insulina por via S.C, Grupo Il
se le administré el EAl (4 mg/mL) via esofagica, Grupo IV (Control positivo) se le administré
Glibenclamida (2.5 mg/Kg), Grupo V se le administré el EA1 (4 mg/mL), Grupo VI (Control
integro) se le administré agua destilada; los anteriores se administraron por via esofagica. Ambos
EA a una dosis de 80 mg/Kg. La Insulina y el EA1 fueron administrados 2 veces al dia cada 12
horas (6 AM y 6 PM). La Glibenclamida se administré una vez cada 24 horas (6 PM). Este
tratamiento se realizé durante 26 dias en los cuales se cuantificd la concentracion de glucosa cada
tercer dia a las 18:00 horas. También, se cuantificé el alimento, el agua y el peso de los ratones
por grupo cada tercer dia durante los 31 dias que dur6 el tratamiento.

Al finalizar el tratamiento se tomé un raton de cada grupo y se extirpo higado, rifién y
pancreas, estos organos se mandaron al Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia con el fin de obtener un diagndstico histopatoldgico.

7.0 TRATAMIENTO ESTADISTICO

Para analizar los datos se usaron las siguientes pruebas estadisticas: Para evaluar la
diferencia significativa entre el grupo control y los tratamientos se uso la prueba t de Student
independiente y para el andlisis por tratamiento se uso la prueba t de Student para muestras
dependientes®'*?. Los resultados se presentan como el X + D.S. Los valores promedio fueron
considerados significativamente diferentes si P<0.05.
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8.0 RESULTADOS
CURVAS DE CONCENTRACION DE GLUCOSA

Para determinar el efecto hipoglucemiante de los extractos de TiL, es necesario conocer
previamente la [glucosa] en sangre para obtener una referencia de los valores glucosa que
presentan los ratones integros a lo largo del dia. En la Tablas 8, se muestran los resultados
obtenidos en la determinacién de la [glucosa]. El seguimiento de la [glucosa] se lleva acabo
durante 24 horas.

En la grafica 1, se observa que los valores de glucosa oscilan en el transcurso del dia,
donde el valor mas alto de la [glucosa] es de 139.5 mg/dL a las 6:00 PM y el valor mas bajo es de
94 mg/dL a las 6:00 AM.

Tabla 8. Segunda Curva temporal de [glucosa] en ratones integros

6:00 AM 9:00 AM [ 12:00PM | 3:00 PM | 6:00 PM 9:00 PM | 12:00 AM | 3:00 AM | 6:00 AM

108+17 126+4.6 10415 12249.5 139.5%11 119£1.6 11244 10612.9 94+0.8

Curva de Concentracién de Glucosa en Sangre

[Glucosa mg/dL]

6:00 AM 9:00AM 12:00PM 3:00PM 6:00PM 9:00 PM 12:00 AM 3:00 AM 6:00 AM

Tiempo (h)

Grifica 1. Se observan cambios en la [glucosa] en los ratones integros, existiendo oscilacién en
los valores de la misma en un lapso de 24 horas, donde el pico mas alto es de 139.5 mg/dL a las
6:00 PM y el punto mas bajo es de 94 mg/dL a las 6:00 AM.
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EXPERIMENTO 1

Para conocer cual de los componentes del la semilla de 7TiL es el que posee mayor
actividad hipoglucemiante, se obtuvieron tres extractos acuosos (EA), dos de la semilla y uno de
la cascara de la semilla. Los EA se administraron a cada raton integro 2 veces al dia, cada 12 h
(terapia tipo insulinica) y se cuantificé la [glucosa] cada 3 horas, para determinar si producen un
efecto hipoglucemiante. Los resultados muestran que la administracién de los EA disminuyen

significativamente los valores de la [glucosa], por lo tanto, presentan actividad hipoglucemiante

(tabla 9 y graficas 2, 3,4, 5,6, 7).

Tabla 9. Resultados de la administracion de los tres EA de TiL expresados en X + DS

6:00 AM | 6:30 AM | 9:30 AM | 12:30PM | 3:30 PM | 6:00 PM | 6:30 PM | 9:30 PM | 12:30 AM | 3:30 AM | 6:30 AM
Control | 12610 | 1366 | 12249 | 136£t10 | 14617 | 139%12 | 14746 | 132£10 | 122t4 | 88%i0 | 865
EAl | 13857 | 147433 | 97¢7 | 82£10 | 8Ixi3 | 85tl4 | 95t19 | 79+16 | s52x4 49+3 4152
EA2 | 149320 | 14836 | 83x25 | 9247 | 7821 | 71%33 | 87£39 | 662 73+8 7913 | 74x21
EA3 | 119:5 | 14114 | 106t8 | 80:22 | 89%l12 | 10119 | 115828 | 76:10 | 88+7 8112 78+7

S —— S
EAl
o |
180 \
3 0 1
T 140 * * ;
g 120 * * * * * * I
S 100 * |
@ * *
g 80+ *
>~ 40 A
20 ] ﬂ |
0 ; . ; , . ; ; . -

. : ‘
6:00 6:30 9:30 12:30  3:30 6:00 6:30 9:30 1230 3:30 6:30 ‘
AM AM AM PM PM PM PM PM AM AM AM |
A A

Tiempo (h) J

Grifica 2. Se muestra la comparacién de la [glucosa] al inicio y final de la curva con la
administraciéon del EA1 en ratones integros cada 12 horas (A). Se observa que hay oscilacion de
los valores en el transcurso del tiempo. A partir de las 9:30 AM hay disminucion significativa en
la [glucosa]. Después de la 2* administracién, la disminucién de la [glucosa] es mayor. Los
resultados se analizaron con la prueba de “t” Student pareada y se expresan como el X £ DS. P <
0.05 (*), P <0.01 (**), P <0.001 (***).
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RESULTADOS

EA2

[Glucosa mg/dL]

6:00 630 930 1230 330 600 630 930 12:30 330 630
AM AM AM PM PM PM PM PM AM AM AM
A A

Tiempo (h)

Grifica 3. Se muestra la comparacion de la [glucosa] al inicio y final de la curva con
administracién del EA2 en ratones integros cada 12 horas (A), con la prueba de “t” Student
pareada. Se observa que oscilacién entre los valores de la [glucosa] en el transcurso del tiempo.
Después, de la 1* administracion hay disminucién significativa en la [glucosa]. Los resultados se
se expresan como el X £ DS. P <0.05 (*), P <0.01 (**), P <0.001 (***).

EA3

—_— )
88
—
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&3

[Glucosa mg/dL]
2R

80

60

40 -

20 -

0+ s T
600 630 930 1230 330 600 630 930 1230 330 6:30
ﬁM AM AM PM PM Pki PM PM AM AM AM

Tiempo (h)

Griafica 4. Se muestra la comparacién de la [glucosa] antes y después de la administracién del
EA3 en ratones integros cada 12 horas (A), con la prueba de “t” Student pareada. Se observa
oscilacion de los valores en el transcurso del tiempo. Después, de las 12:30 PM hay disminucion
significativa de la [glucosa]. Los resultados se expresan como el X + DS. P < 0.05 (*), P < 0.01
(**), P <0.001 (***).
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RESULTADOS

Control vs EAl

B Control
200 OEAl | ‘
180
160

120 -

[Glucosa mg/dL]

6:00 630 .9:30 1230 3:30 6:00 630 930 12:30  3:30 6:30
AM AM AM PM PM PM PM PM AM AM AM

. A A
Tiempo (h)

Grifica 5. Se muestra el X de la [glucosa] cada 3 horas, antes y después de la administracion del
EA1 cada 12 horas (A) durante 24 horas. Después de las 9:30 AM, se observa que hay
disminucién significativa de la [glucosa] comparada con el control. Los resultados se expresan
como el X + DS. P <0.05 (*), P <0.01 (**), P <0.001 (***),

Control vs EA2

200 l
180 -
160 -
140 -
120
100 -
80 -

60
40 l

2]

[Glucosa mg/dL]

code]

e
Lt R

6:30  9:30 : : 630 930
AM AM N PM PM AM

Tiempo (h) J

Grifica 6. Las barras muestran los cambios en la [glucosa] cada 3 horas, antes y después de la
administracién del EA2 cada 12 horas (A) por 24 horas. Después, de las 12:30 AM, se observa
que hay disminucion significativa de la [glucosa] hasta las 12:30 AM. Los resultados se expresan
comoel X+ DS. P <0.05 (¥),P <0.01 (**), P <0.001 (***).
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| Control vs EA3 |
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8
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Tiempo (h)

— |
Grifica 7. Las barras muestran los cambios en la [glucosa] cada 3 horas, antes y después de la
administracién del EA3 cada 12 horas (A) durante 24 horas. Se observa disminucién
significativa de la [glucosa] a partir de las 12:30 PM hasta las 12:30 AM, los resultados se
expresan como el X + DS. P <0.05 (*), P < 0.01 (**), P <0.001 (¥**).

EXPERIMENTO 2

Se obtuvo una curva de concentracion de glucosa siguiendo una terapia insulinica
convencional de 24 horas en ratones Integros con Insulina. Las determinaciones de la [glucosa] se
realizaron cada 3 horas. Los resultados son comparados contra el EA1 y EA2 como se muestra en
la tabla 10 y graficas 8,9, 10y 11.

Tabla 10. Concentracién de glucosa por tratamiento, expresada como el X £ DS.
0 0 P 0 0 0

6:00 AM | 6:30 AM | 9:30 AM | 12:30PM | 3:30PM | 6:00 PM | 6:30PM | 9:30 PM | 12:30 AM | 3:30 AM | 6:30 AM

Control 128+17 156123 13744 10415 105+17 123+10 140+11 121+1 11044 1073 10410.7
EAl 1387 147+ 33 97+7 82+ 10 8113 85+ 14 95+ 19 79+ 16 52+ 4 49+3 412
EA2 149+ 20 | 148+36 83+25 9217 78+21 71133 87439 66.3+2 7317.5 79+13 74121

Insulina 12816 62+7.6 55%10 61.7x21 968 119.3%15 477 40x1.5 7277 8843 108+15
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Insulina
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Grifica 8. Las barras muestran los cambios de la [glucosa], al inicio y final de la curva con
administracién de Insulina cada 12 horas (A) durante 24 horas. Después de la 1% y 2°
administracion los valores de la [glucosa] disminuyen significativamente, los cuales regresan a un
valor normal después de 9 horas. Los resultados se expresan como el X = DS. P < 0.05 (*), P <
0.01 (**), P <0.001 (¥**).
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————— |
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Grifica 9. Las barras muestran los cambios de la [glucosa], después de la administracién de la
insulina en ratones integros cada 12 horas (A) durante 24 horas. Después de las dos
administraciones, los valores de la [glucosa] disminuyen significativamente con respecto al
control. Los resultados se expresan como el X+ DS. P <0.05 (*), P <0.01 (**), P <0.001 (¥**).
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Insulina vs EA1 tEAl

[Glucosa mg/dL]

00 6:30  9:30 1230 330 6:00 6:30 930 12:30 330 630
M AM AM PM PM PM PM PM AM  AM AM

A
Tiempo (h) |

Grifica 10. Las barras muestran los cambios de la [glucosa], después de la administracion del
EA1l e Insulina cada 12 horas (A) en ratones integros. Se observa que después de las
administraciones el efecto de la insulina es inmediato existiendo diferencia significativa con el
EAL, cuyo efecto es tardio. Los resultados se expresan como el X + DS. P < 0.05 (*), P <0.01
(**), P <0.001 (***).

| | A— |
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A A
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Grifica 11. Las barras muestran los cambios de la [glucosa], después de la administracién del
EA2 e Insulina cada 12 horas (A) en ratones integros. Se observa que hay diferencia
significativa de la [glucosa] entre los tratamientos a las 6:30 AM y 9:30 PM. Los resultados se
expresan como el X £ DS, P <0.05 (¥), P <0.001 (***).
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EXPERIMENTO 3

Piloto en ratones diabéticos.

Para realizar este experimento es necesario inducir la DM con STZ en los animales de

estudio, con el fin de comparar el efecto “antidiabético” del EAl e Insulina, en los animales con

DM. Los resultados se muestran en la tabla 11 y grafica 12.

Tabla 11. Promedio de la concentracion de glucosa al inicio y al final de la induccién de DM.
Concentracion de Glucosa (mg/dL)

Pre-administracién de STZ | Post-administracion de STZ
Dial Dia 5
Control integro* 108.3* 98.0*
EAl (4 mg/mL) 97.7 296.0
EAI (10 mg/mL) 112.3 248.0
Insulina 109.7 189.7
Control db 113.7 237.7
* El grupo control integro no fue administrado con STZ.
Induccion de DM  EDal |
| OD@as | ‘
450 - — -
*
4m -
350 - *
—_— | *
= 300 -
) |
g 250 4 *
g 200
7]
=
S 150
100
50 ‘
0 . L ;
Controlintegro EA1 (@ mg/mL) EA1 (10 mg/mL) Insulina Control db

Grifica 12. Después de la administracion continua de STZ por 5 dias se observa un incremento
significativo de la [glucosa], con excepcién del grupo integro, en el cual no se indujo la DM. Los
resultados se expresan como el X + DS. P <0.05 (*).
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Después de la induccidn, al 6° dia, se realizo una curva comparativa de 24 horas entre el

EA1 con dos concentraciones diferentes (4 y 10 mg/mL) e Insulina en ratones diabéticos, los

resultados obtenidos se muestran en la tabla 12 y graficas 13-19.

Tabla 12. Concentracién de glucosa por tratamiento, expresada como el X + DS.

O O c d (¢ ONY: (I
6:30 AM | 9:30 AM | 12:30 PM | 3:30 PM | 6:00 PM | 7:00 PM | 9:30 PM | 12:30 AM | 3:30AM | 6:30 AM
Control integro 88+ 15 98+17 111211 100+8 8917 77+7 92+10 88+t15 85424 83130
EA1 (4 mg/mL) 260190 187+ 54 | 214100 | 241% 91 218172 156 £43 | 2141131 30395 270102 | 252495
EA1 (10mg/mL) | 229+ 85 98125 138+ 69 175182 144483 104141 131£73 195157 150471 72+17
Insulina 24715 174 6 233440 150 +24 142159 15¢7 2515 15716 111+36 103138
Control db 255449 303146 329457 358187 308168 264+41 221144 26283 205+39 227451
Insulina
| 450
| 400
= 350
= *
Bn 300
E 250 | .
o
2 200 - *
3]
2 150 N .
= 100
50 «i * *
0 v Em 1 .
6:30 9:30 1230 3:30 6:00 7:00 9:30 12:30  3:30 6:30
AM AM PM PM PM PM PM AM AM AM
A A
Tiempo (h)

Griafica 13. Comparacion de la [glucosa] al inicio y final del tratamiento con Insulina, existe
disminucién de estos a las 9:30 AM. Después de la 2* administracién se observa una caida.
drastica de los valores de la [glucosa] hasta las 9:30 PM. Los resultados se expresan como el X +
DS. P <0.01 (**), P <0.001 (***).
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[Glucosa mg/dL]
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Grifica 14. Comparacion de la [glucosa] al inicio y ﬁnal del tratamiento con el EA1 (4 mg/mL),
se observa oscilacion en los valores de [glucosa], hay una disminucién significativa de los valores
después de las 3:30 AM. Los resultados se expresan como el X + DS. P <0.05 (*).
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Griafica 15. Comparacién de la [glucosa] al inicio y final del tratamiento con el EAl (10
mg/mL), hay una disminucién significativa de los valores de [glucosa] a las 9:30 PM y 3:30 AM.

Los resultados se expresan como el X + DS. P <0.05 (*).
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Controles Vs Insulina rI_(Zontrol in-tegro x|
Insulina
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Grafica 16. Las barras muestran los resultados obtenidos en el tratamiento con Insulina
comparados con los controles. Después de la 1* administracién se observa una disminucién
significativa de los valores de [glucosa], se presenta diferencia con el control integro y el control
db, después de la 2* administracion, existe una caida drastica de la [glucosa], sin embargo, a las 6
horas la [glucosa] se incrementa, manteniéndose dentro de los valores normales. Los resultados
se expresan como el X £ DS. P <0.05 (*, +), P <0.01 (**, + +), P <0.001 (***, +++).

| B Control integro *1
450 - OEAI (4 mg/mL) |
400 . B Controldb + |
E 350 -
B0 300 4
] 250
x
S 200 -
[2)
= 150
2 100 |
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0 - :
1230 3:30 6:00 7.00 9:30 1230 3:30 6:30
PM PM RM PM PM AM AM AM
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Grifica 17. Resultados obtenidos con EA1 (4 mg/mL), comparado con los controles. Después de
la 1* y 2* administracién se observa un decremento significativo de los valores de [glucosa]. Los
resultados se expresan como X + DS. P <0.05 (*, +)
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Controles Vs EA1 (10 mg/mL)
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Griafica 18. Resultados obtenidos con EA1 (10 mg/mL), comparado contra los controles.
Después de 1* y 2" administracioén hay diferencia significativa con el control db, debido a la
disminucién de los valores de [glucosa]. Los resultados se expresan como X + DS. P < 0.05 (*,
+), P <0.01 (++).

Comparacion entre tratamientos - 1|
pa | B Insulina

| mMEAI ( 10 mg/mL)
| DEAI (4 mg/mL) |

[Glucosa mg/dL]

630 9:30 1230 3:30 6:00 7:00 9:30 1230 3:30 6:30
| Axfl AM PM PM E}/I PM PM AM AM AM

Tiempo (h)

Griafica 19. Se muestra la comparacion entre los tratamientos. Hay diferencia significativa entre
el EA1 (4 mg/mL) vs EA1 (10 mg/mL) (+) a las 6:30 AM. A las 7:00 PM hay diferencia
significativa entre EA1 (4 mg/mL) vs Insulina (©). A las 9:30 AM y 7:00 PM hay diferencia

significativa entre EA1 (10 mg/mL) vs Insulina (*). Los resultados se expresan como X * DS. P
<0.05 (*, 4), P <0.01 (**, c0).
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EXPERIMENTO 4

Tratamiento comparativo de EA de TiL con Insulina y Glibenclamida.

Para realizar este experimento es necesario inducir la DM en los animales a tratar, con el

fin de comparar el efecto “antidiabético” del tratamiento con el EAl, Insulina y Glibenclamida.

Los resultados se muestran en la tabla 13 y grafica 20.

Tabla 13. Promedio de la concentracion de glucosa antes y después de la induccién de DM.

Grupo Concentracion de Glucosa (mg/dL)

Pre-administracion de STZ

Post-administracién de STZ

Dia 1 Dia §
Integro* 116.7* 127.7*
Vehiculo db 100.8 177.8
Insulina 115.2 196.7
EA1(4 mg/mL) 117.0 270.0
Glibenclamida 106.3 178.8
EA1 (10 mg/mL) 125.0 173.7

* El grupo integro no fue administrado con STZ.

[Glucosa mg/dL]

s = 08 B

LO" 8 < (= (=4
L ‘ .

I
(=2
o

350 4
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Induccion de DM

Insulina

EA (4 mg/mL)

Glibenclamida

@ Dia 1|
lDia 5’

EA1(10 mg/mL)

|

Grafica 20. Después de la administracién continua de STZ por 5 dias hay incremento
significativo en la [glucosa], con excepcion del grupo integro. Los resultados se expresan como
el X + DS. P <0.05 (*), P <0.01 (¥¥).
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Después de la induccion, al 6° dia, se inicio el tratamiento con Insulina, Glibenclamida y
el EA1 con dos concentraciones diferentes (4 y 10 mg/mL) en ratones diabéticos. El tratamiento
tuvo una duracion de 26 dias, en los cuales se cuantifico la concentracion de glucosa cada tercer
dia. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 14 y graficas 21-29.

Tabla 14. Concentracién de glucosa antes y durante el tratamiento, expresada como el X + DS.

Induccién de DM Tratamiento
Dia 1 Dia 5 Dia 8 Dia 11 Dia 15 Dia 18 Dia 22 Dia 26 Dia 31
Dia 3 Dia 6 Dia 10 Dia 13 Dia 17 Dia 21 Dia 26
Integro 117+12 128+13 122+14 123£17 112+13 111£10 12113 10912 9816
Vehiculo db 10119 178449 | 200+126 [ 213+125 | 278+104 | 3374109 | 369471 | 470494 467485
Insulina 115£17 | 197+101 141+26 134120 147+10 126428 14249 13647 1159
EAl (4 mg/mL) 11918 279175 103%55 120175 161181 18475 194487 | 226%13! 233+152
Glibenclamida 106420 179431 299451 316£165 | 40347 452433 | 427426 | 514229 537+66
EA1 (10mg/mL) 1256 174155 133437 128+17 17049 140+44 179157 190471 189+68
I - =
. Insulina
600
550
500
450

[Glucosa mg/dL]

Dial Dia5 Dia8 Diall Dial5 Dial8 Dia22 Dia26 Dia3l

Dia 3 Dia 6 Dial0 Dial3 Dial7 Dia2l Dia26
Induccion DM | - |
Tratamiento

Grafica 21 Las barras muestran la comparacién de los valores de la glucosa al inicio y final del
tratamiento con Insulina, existe disminucién de la [glucosa] desde el tercer dia del tratamiento en
el dia 10 y 17 del tratamiento, existe un incremento de los valores de glucosa, después de esto, se
mantienen los niveles constantes Los resultados se expresan como el X # DS. P < 0.05 (*), P <
0.01 (**). '
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Grifica 22. Comparacion de la [glucosa] al inicio y final del tratamiento con el EA1 (4 mg/mL),
se observa que los valores de glucosa aumentan con el transcurso del tiempo. Los resultados se

expresan como el X £ DS. P <0.05 (*).

EAl (10 mg/mLi

[Glucosa mg/dL]

Dia 15
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Dia 31 ‘

Dial Dia5 Dfa8 Diall Dia22 Dia26 ‘
Dia3 Dia6 Dial0 Dial3 Dial? Dia2l Dia26 '
Induccion DM f |
Tratamiento

Griafica 23. Comparacién de la [glucosa] al inicio y final del tratamiento con el EAl (10
mg/mL), existe diferencia significativa al 5° dia, pero a partir del tercer dia del tratamiento, los
valores de glucosa permanecen constantes, hasta los ultimos dias en donde existe un aumento.

Los resultados se expresan como el X £ DS. P < 0.05 (*).
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Grafica 24, Comparacion de la [glucosa] al inicio y final del tratamiento con la Glibenclamida,
se observa que los valores de glucosa aumentan en el ltranscurso del tiempo. Los resultados se
expresan como el X+ DS. P <0.05 (*).
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- —

Grifica 25. Las barras muestran los resultados obtenidos en el tratamiento con Insulina
comparados con los controles. En el dia 5, se observa un incremento en la [glucosa], a partir del
tercer dia del tratamiento, no existe diferencia significativa con el control integro, se observa que
en el dia 10 hay un incremento de la [glucosa], pero después del dia 13 los valores se mantienen
constantes y dentro de los valores normales. Los resultados se expresan como el X + DS. P <0.05
(*,4), P<0.01 (++4),P <0.001 (++ +).
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Grafica 26. Las barras muestran los resultados del tratamiento con el EAl (4 mg/mL),
comparados con los controles. En el dia 5, se observa un marcado incremento en la [glucosa], al
tercer dia del tratamiento, hay disminucién de los valores de glucosa, sin embargo en el
transcurso del tiempo aumenta gradualmente la [glucosa]. Los resultados se expresan como el X
+ DS. P <0.05 (¥, +), P <0.01 (**++), P <0.001 (**¥).

_ ~_ Controles vs EA1(10 mg/mL)
/0O Control integro *—‘
2(5)0 | |MEA] (10 mg/mL) |
450 -

[Glucosa mg/dL]

Dial Dia 5 Dia 8 Dia 11 Dia 15 Dia 18 Dia 22

Inducciéon DM | Dia3  Dia6 Dial0 Dia 13 Dia 17 |
I Tratamiento 1

Grafica 27. Resultados obtenidos del tratamiento con el EA1 (10 mg/mL), comparados con los
controles. En el dia 5, existe diferencia significativa con el control integro, al tercer dia del
tratamiento, hay disminucién de la [glucosa], sin embargo, a partir del dia 10, hay incremento
significativo de la [glucosa]. Los resultados se expresan como el X + DS. P < 0.05 (¥, +), P <
0.01 (**,++), P <0.001 (+ + +).
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Grafica 28. Resultados obtenidos del tratamiento con Glibenclamida, comparados con los
controles. Al 5° dia, hay diferencia significativa con el control integro, a partir del tercer dia del

tratamiento, hay incremento gradual de la [glucosa]. Los resultados se expresan como el X + DS.
P <0.05 (*,+), P <0.01 (**), P <0.001 (***) '
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Grafica 29. Se muestra la comparacion de resultados entre los tratamientos. EA1 (4 mg/mL) vs

EAL (10

mg/mL) (0), EA1 (10 mg/mL}) vs Glibenclamida (e), EA1 (4 mg/mL) vs Glibenclamida.

(0), Glibenclamida vs Insulina (+), EA1 (10 mg/mL}) vs Insulina (*), EA1 (4 mg/mL) vs Insulina
(§)- Los resultados se expresan como X = DS. P < 0.05 (*,+, 0, @, 0, §), P <0.01 (00), P <0.001

(+++0

00, eo0e).
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Se cuantifico el alimento, agua y el peso de los ratones por grupo cada tercer dia durante
los 31 dias que duré el tratamiento. Los resultados se presentan en las tablas 15, 16, 17 y en las

graficas 30, 31 y 32.

Tabla 15. Alimento consumido por grupo durante las cuatro semanas de estudio. Los resultados
se expresan como el X = DS.

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4
integro 62.8£17 69.7+1 66.3£9 70.6+1
Vehiculo db 72.7£14 91.1£11 81.9+6 97.0+3
Insulina 71.5+24 66.9+4 69.2+10 65.3£5
EAI (4 mg/mL) 52.6+12 63.1:12 57815 71.4+4
Glibenclamida 76.2+15 73.4+3 74.8+4 77.3+6
EA1 (10mg/mL) 55.5+18 56.2+3 55.8+13 57.5¢10

Alimento consumido por grupo ———

W Semana | |

* B Semana 2 |
120 4 * B Semana 3
* ‘ 0O Semana 4

Alimento (g)

Integro Vehiculo db Insulina EAl (4 mg/mL) Glibenclamida EAl (10mg/mL)1

Grifica 30. Consumo de alimento de todos los grupos comparados con el grupo integro. Las
barras muestran que el grupo integro consumié aproximadamente la misma cantidad de alimento
durante las 4 semanas, el vehiculo db, muestra un aumento significativo en el consumo de
alimento a partir de la 2* semana. El grupo de Insulina, EA1 (4 y 10 mg/mL) se comportaron de
forma similar al integro, en el grupo con Glibenclamida hay un aumento significativo en el

consumo de alimento en la 2* semana del tratamiento. Los resultados se expresan como el X +
DS. P <0.05 (*), P <0.01 (**), P <0.001 (¥**).
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Tabla 16. Consumo de agua por grupo durante las cuatro semanas de estudio, los resultados se

expresan como el X + DS.

Agua (mL)

0

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4
integro 78.67t14 101£21 106+22 124+5
Vehiculo db 1268 13640 188.3+13 200
Insulina 116.67+15 91,748 124.7£35 94.3+7
EAl (4 mg/mL) 106.33x49 100+14 160+29 1507
Glibenciamida 111.67x£9 125.3+36 157.3+7 161.3%9
EA1 (10mg/mL) 95.67+48 98.7£16 120.7£19 107.31+6

Consumo de agua por grupo M Semana | |
Semana 2 ‘
* M Semana 3 ‘
250 N 0O Semana 4
* Pt |
200
150
|
100 -
50 1
0+

integ ro

Vehiculo db

Insulina

—T

FAl(4 mg/mL) Glibenclamida EA1(10 mg/mL)

Grifica 31, Consumo de agua de todos los grupos, comparados con el grupo integro. Las barras
muestran que el grupo integro aumentd el consumo de agua de forma gradual en el transcurso de
las 4 semanas, el vehiculo db, presenta un aumento significativo, el grupo de Insulina presenta
una disminucién significativa en la 4* semana, en el grupo EAl (4 mg/mL) hay un aumento
significativo en la 4* semana, con Glibenclamida se observa aumento significativo a partir de la
2% semana, el grupo EAl (10 mg/mL) hay un aumento significativo en la 4* semana. Los
resultados se expresan como el X + DS. P <0.05 (*), P < 0.01 (*¥), P <0.001 (¥**).

Tabla 17. Promedio del peso corporal durante las cuatro semanas de estudio, los resultados se

expresan como el X + DS,

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4
Integro 27.9+0.5 31.7+1 34.4%1 36.5+1
Vehiculo db 26.4+0.6 27.3+0.9 29.7+0.9 29.3
Insulina 27.4+0.6 32.1+0.9 35.4%2 37.0+1
EA1 (4 mg/mL) 27.5+0.4 27.0+£0.9 30.6x2 31.3x1
Glibenclamida 23.6x1 24 .9+2 24.2+2 25.0x1
EA1 (10mg/mL) 27.5¢1 28.9+0.1 31.6+1 31.6+0.6
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]

Peso de los animales por grupo

*
*
*

[ W Semana 1
Semana 2

| O Semana 3
M Semana 4 |

Integro Vehiculo db Insulina EA1(4 mg/mL) Glibenclamida EA1(10
mg/mL)

Grifica 32. Peso promedio de los animales por grupo, comparados con el control integro. Se
muestra que en el grupo integro el peso aumenta normalmente durante el transcurso del
tratamiento, en e] vehiculo db se muestra una disminucién del peso significativa en las 4 semanas
del tratamiento, el grupo de Insulina tiene un comportamiento similar al grupo integro, en el
grupo del EAl (4 mg/mL), Glibenclamida y EA1 (10 mg/mL) hay una disminucién significativa
del peso durante el tratamiento. Los resultados se expresan como el X £ DS. P < 0.05 (*), P <
0.01 (**), P <0.001 (***).
RESULTADOS DE DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

Los resultados de diagnéstico histopatolégico de los tejidos muestran lo siguiente:
Grupo integro. Diagnoéstico Morfologico. Higado, pancreas y rifiones: Sin alteraciones.
Grupo vehiculo db. Diagnostico Morfologico. Higado, pancreas y rifiones: Sin alteraciones.

Grupo con Insulina. Diagnéstico Morfolégico. Higado, pancreas y rifiones: Sin alteraciones.

Grupo con EA1 (4 mg/mL). Diagnéstico Morfolégico. Higado, pancreas y rifiones: Sin
alteraciones.

Grupo con EA1l (10 mg/mL). Diagnostico Morfolégico. Higado, pancreas y rifiones: Sin
alteraciones.

Grupo con Glibenclamida. Diagnostico Morfologico. Higado, pancreas y rifiones: Sin
alteraciones.
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9.0 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

CURVA DE CONCENTRACION DE GLUCOSA

Esta curva, se realizd para obtener una referencia de los valores de glucosa sanguinea que
presentan los ratones integros a diferentes horas del dia (grafica 1). La cuantificacion de la
concentracién de glucosa se realizé mediante el uso del glucometro ACU-Chek Sensor. En esta
grafica, se observa una variacién ciclica entre los datos obtenidos lo que demuestra que la
[glucosa] varia de acuerdo a la hora del dia, como lo hacen otras variables fisioldgicas, por
ejemplo la presién arterial. Estos resultados concuerdan con lo reportado en estudios previos
(Kalkech Cordero, 2002).

Cabe mencionar que se realizé al mismo tiempo otra curva de concentracion de glucosa
mediante el uso de Tiras reactivas Dextrostix II para la cuantificacién de la concentracién de
glucosa. En esta curva se observo oscilacion en los valores de glucosa, sin embargo los datos
obtenidos no son confiables ya que las lecturas se obtuvieron mediante el uso de una escala de
colores, la cual solo maneja rangos de concentracién (20, 40, 70, 110, 140, 180, 250, 400, 800
mg/dL) y en ocasiones el color de la tira se puede observar entre dos cuadros de color, teniendo
que estimar el resultado, por lo tanto los datos obtenidos con este método no son “precisos”. El
uso del glucometro es mejor, comparado con el método de tiras reactivas ya que este método es
préctico, preciso, rapido y eficaz. Ademés, los resultados no necesitan ser comparados con
ninguna escala de colores, la cual puede ser dificil de interpretar por lo parecidas que pueden
llegar a ser las coloraciones de las lecturas obtenidas. Por esta razdn, en todos los experimentos
se utilizé el glucometro para determinar los valores de glucosa en sangre.

EXPERIMENTO 1

Se analizaron tres EA de TiL con el fin de encontrar cual de ellos es el que presenta

mayor actividad hipoglucemiante en ratones integros.
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Los resultados obtenidos se analizaron mediante la prueba estadistica de “t” de Student
para muestras dependientes (graficas 2, 3 y 4).

En la grafica 2 (curva del EAl) se observa oscilacion de los valores en el transcurso del
tiempo. En la grafica 3 (curva del EA2) se muestra el mismo comportamiento que con el EA1, lo
que indica que el EA2 también es util para el control de la [glucosa]. Con el EA3 (grafica 4) se
observa el mismo efecto que con el EAl y EA2.

Posteriormente los resultados se compararon con el grupo control (graficas 5,6 y 7). En la
grafica 5 (Control Vs EA1), hay diferencia significativa a partir de las 9:30 AM (3 horas después
de la 1° administracién), hasta el final de la curva, reportdndose un efecto de 21 horas de
duracidn, en las cuales la concentracién de glucosa se mantuvo por debajo de los valores que
presentan los animales del grupo control.

En la grafica 6 (Control Vs EA2), hay un comportamiento similar al presentado por el
EAl, hay diferencia significativa con respecto al grupo control a partir de las 12:30 PM (6 horas
después de la 1* administracién), hasta las 12:30 AM, teniendo el efecto 12 horas de duracién.

En la grafica 7 (Control Vs EA3), el comportamiento que muestra es muy similar al del
EA2, iniciando su efecto hipoglucemiante a partir de las 12:30 PM, hasta las 12:30 AM.

De acuerdo a lo encontrado anteriormente, se comprueba que los tres extractos poseen
actividad hipoglucemiante. Donde el EAl, es el que presenta efecto 3 horas antes que los otros
dos. Los efectos de los EA se caracterizan por presentarse en el horario de 12:30 PM a 12:30
AM. De esta forma se obtuvo un horario al cual se podria sugerir que se ingiera el EA de la
semilla de TiL para el control de la DM en los pacientes con esta enfermedad.

Los resultados obtenidos indican que el EA, es el mas potente de los tres, debido a que
su efecto se presenta tres horas antes que con los otros dos extractos, ademas, produce una mayor

disminucién de los valores de glucosa (diferencia significativa en su mayoria del 99 al 99.9 %) y

la duracion de su efecto es de 21 horas.
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En base a los resultados anteriores, se eligi6 al EAl, para realizar los siguientes
experimentos y el tratamiento comparativo con Insulina y Glibenclamida.
EXPERIMENTO 2

Una vez obtenidas las curvas de 24 horas en ratones integros con la administracion de los
EA, obtuvimos la curva para Insulina (grafica 8), donde se observa el clasico efecto de la
disminucién de la [glucosa], el cual es significativo durante las 24 horas, presentandose en 5
tiempos que no hay diferencia significativa, lo que permite plantear que el efecto de insulina es
de menor duracién (6 horas) comparado con el EA1 (21 horas).

Con los datos obtenidos en el experimento | se realizé una curva comparativa con
Insulina y el grupo control (grafica 9). Se observa que el punto inicial y final de ambas curvas
convergen y que los puntos intermedios muestran oscilacion que concuerda con los datos
obtenidos previamente (grafica 1). Hay reduccién significativa de los valores de glucosa después
de la 1* administracién (6:30 AM), hasta las 9:30 AM, la diferencia es del 99 al 99.9%, después
de las 12:30 PM, la concentracién de glucosa no presenta diferencia significativa, después de la
2% administracidn, existe diferencia significativa a partir de las 6:30 PM hasta las 3:30 AM, lo que
indica un efecto hipoglucemiante de 9 horas de duracién. Comparando estos resultados con los
del experimento anterior, grafica 5 (Comparacién del EAl vs Control ) y grafica 6 (EA2 vs
Control), se obtiene que en los tres casos existe efecto hipoglucemiante, con respecto al Control y
que la duracién del efecto es mayor con el EA1 (21 horas). La glucosa disminuye cada vez que
la Insulina es administrada, sin embargo, después, de 6 a 9 horas el efecto desaparece, regresando
a los valores normales.

Comparando el efecto entre tratamientos se observa que existe diferencia significativa
entre Insulina y el EA1, a partir de las 6:30 AM hasta las 9:30 AM, en donde la [glucosa] se
reduce rapidamente con la administracién de Insulina, lo que no sucede con el EA1 (gréfica 10).

El efecto del EAl aparece de 3 horas después de su administracién, disminuyendo

74



ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

significativamente la [glucosa], efecto que se mantiene por 21 horas, en cambio con la Insulina,
después de su administracion se presenta el efecto inmediatamente, disminuye la [glucosa], por 6
horas y después de este tiempo, se incrementan los valores de glucosa.

En la grafica 11, se muestran las diferencias significativas entre Insulina y el EA2 después
de la 1?* administracién de Insulina (6:30 AM) y a las 3 horas de la 2* administracién. Se observa
que la tendencia de la [glucosa] es similar a la de la grafica 10, pero con [glucosa] mayores a las
presentadas con el EAL.

Cabe mencionar que se realizaron al mismo tiempo dos curvas mas con el EAl y EA2
simultdneamente a la curva de Insulina reportada en este experimento, estas dos curvas sirvieron
para demostrar la estabilidad de los EA.

De acuerdo a los resultados obtenidos con esta serie de experimentos, se decidié utilizar
el EA1 como el EA con mejor efecto hipoglucemiante y entonces procedemos a demostrar si
este efecto, también es antidiabético.

EXPERIMENTO 3

Retomando el objetivo, decidimos realizar un estudio piloto con la administracién del
EA1 e Insulina en fatones diabéticos. Esta DM se indujo con STZ. En la grafica 12, se observa
que los valores de glucosa aumentan considerablemente, existiendo diferencia significativa entre
los valores de glucosa del Dia 1 (antes de la administraciéon de STZ) y el dia 5 (después de la
administracién de STZ por S dias continuos), con lo cual se comprueba que los ratones son
diabéticos. En el caso del grupo control integro, se observa que no existe diferencia significativa,
por lo tanto este grupo de animales no es diabético. Una vez que se tienen los ratones diabéticos,
se inicia la curva comparativa de 24 horas entre el EAl e Insulina. En este experimento se
evaluaron diferentes concentraciones del EA1 (4 y 10 mg/mL), con objeto de estudiar el efecto

“antidiabético” que ambas concentraciones producen.
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Se observa en las graficas 13, 14 y 15 la comparacién de los valores de glucosa al inicio y
al final del tratamiento realizado. En el tratamiento con Insulina, se comienza teniendo un
promedio de los valores de glucosa de 247 mg/dL, después de la 1* y 2* administracion existe
una disminucion de los valores, obteniéndose al final del tratamiento una concentraciéon de
glucosa de 103 mg/dL. En el tratamiento con EA1 (4 mg/mL) se inicia con valores de 260 mg/dL
de glucosa que disminuyen gradualmente hasta las 7:00 PM, sin embargo, a partir de las 9:30
PM, existe un aumento de la concentracion de glucosa, obteniéndose al final del tratamiento
valores de 252 mg/dL. En el tratamiento con EAl (10 mg/mL), la concentracién de glucosa
inicial es de 229 mg/dL, durante el transcurso del tratamiento los valores oscilan, pero
disminuyen, manteniéndose dentro de los valores normales, al final del tratamiento la
concentracién de glucosa es de 72 mg/dL.

En la curva con Insulina comparada con el control integro y db (grafica 16), se observa
que hay diferencia significativa al inicio del tratamiento con respecto al grupo control integro,
después de la 1* administracién, se observa disminucidn significativa de la [glucosa] comparada
con el control db, sin embargo, los valores de glucosa aun estan por arriba de los valores
normales (Control integro), después de la 2% administracién se observa una caida drastica de los
valores de glucosa provocando hipoglucemia en todos los ratones del grupo, los cuales
presentaron nerviosismo e incluso uno de ellos presentd convulsiones, a este ultimo se le
administré solucion de glucosa anhidra al 5% para elevar los valores de glucosa. Después de 6
horas de la 2* administracion, aumentan los valores de glucosa.

Concluyendo con esta grafica se observa que el control db presenta una [glucosa] mas
elevada al del grupo con Insulina el cual disminuyé significativamente los valores de glucosa, por

ultimo el grupo integro no presenta cambios significativos en la [glucosa].
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En la curva del EAl (4 mg/mL) comparada con los controles (grafica 17), al inicio no
existe diferencia significativa con el grupo db y si existe con el grupo integro, se observa, que la
[glucosa] con el EA1 (4 mg/mL) disminuye, pero no de la misma forma que con la Insulina.

En la curva del EA1 (10 mg/mL) comparada con los controles (grafica 18), se observa
disminucién significativa de los valores glucosa, después de la 1° y 2* administracion,
permaneciendo dentro de los valores “normales”.

En la grifica 19, se muestra la comparacién entre tratamientos, se observa que existe
diferencia significativa entre el EA1 (4 mg/mL) y el EAl (10 mg/mL) a las 24 horas del
tratamiento, el EAl1 (10 mg/mL) produce un decremento de la concentracién de glucosa,
permaneciendo dentro de los valores normales a diferencia del EA1 (4 mg/mL) con el cual los
valores de glucosa permanecen por arriba de los valores normales. Comparando el tratamiento
con Insulina y el EAl (10 mg/mL), existe diferencia significativa después de la 1* y 2*
administracién, debido a que el efecto producido por la Insulina es rapido, comparado con el
efecto que producen los extractos y ademas, es mas potente, ya que en el tratamiento con Insulina
los valores de glucosa disminuyen significativamente, alcanzando valores muy bajos (15 a 25
mg/dL), un efecto similar se observa al comparar el tratamiento de Insulina con el EAl (4
mg/mL) después de la 2* administracidn.

Debido al efecto hipoglucemiante producido por la Insulina en los animales, se decidié
modificar la dosis de Insulina durante el tratamiento final, para proteger a los animales de estudio
y evitar asi el riesgo de hipoglucemia. Por otro lado se obtuvo que el efecto observado con el

EA1 (4 mg/mL) es menor, comparado con los otros dos tratamientos.
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EXPERIMENTO 4
Tratamiento comparativo del EA de TiL con Insulina y Glibenclamida.

Para realizar este estudio, fue necesario inducir la DM en los ratones. Se observa en la
tabla 13 y grafica 20, que hay aumento significativo de los valores de glucosa entre el Dia 1 (pre-
administracién de STZ) y el dia 5 (post-administracion de STZ) en todos los grupos, excepto el
grupo integro (Sin induccidén de DM), con estos resultados se comprueba que los ratones son
diabéticos (excepto el grupo integro). Cuando los ratones fueron diabéticos (6° dia), se inicié un
tratamiento comparativo del EA de TiL (4 y 10 mg/mL) con Insulina y Glibenclamida.

En la tabla 14 se muestra la concentracion de glucosa cuantificada cada tercer dia a las
18:00 horas durante el tratamiento de 26 dias. En las graficas 21, 22, 23 y 24 se observan los
resultados obtenidos con el uso de la prueba t de Student pareada, en estas graficas se observa la
comparacion de los valores de la glucosa al inicio y final de cada tratamiento. En la grafica 21
(Insulina), se observa que al final del tratamiento la glucosa se mantiene dentro de los valores
normales. En las grafica 22 del EA1 (4 mg/mL) y grafica 23 del EA1 (10 mg/mL), se observa que
al final del tratamiento los valores de glucosa poseen diferencia significativa con respecto al
inicio del tratamiento, es decir en ambos tratamientos la concentracion de glucosa se encuentra
por arriba de los valores iniciales. En la grafica 24 (Glibenclamida), los valores de glucosa
aumentaron en el transcurso del tiempo y al final del tratamiento existe una diferencia
significativa del 99.9%.

En las graficas 25, 26, 27 y 28 se realiza la comparacién de los tratamientos contra los
controles (integro y vehiculo db). En la grafica 25 se observa la comparacion del tratamiento con
Insulina, se muestra un incremento en la concentracién de glucosa en el dia S, después, de la
induccién de la diabetes, donde se comprobd que los ratones son diabéticos. A partir del tercer
dia de tratamiento, hay una disminucién de los valores de glucosa estando estos dentro de los

valores normales, en el dia 10 hay incremento de concentracidn de glucosa, pero después del dia

78



ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

13 los valores disminuyen gradualmente con el tiempo y se mantienen dentro de los valores
normales, existiendo diferencia significativa con el vehiculo db. En la grafica 26 se muestran los
resultados del tratamiento con el EAl (4 mg/mL), comparados con los controles, se observa al
tercer dia del tratamiento, una disminucioén de los valores de glucosa, sin embargo, a partir del dia
13 hasta el final del tratamiento, aumentan gradualmente existiendo diferencia significativa con el
control integro y el Vehiculo db, es decir los valores se encuentran dentro de un rango que esta
por arriba de los valores “normales”, pero por debajo de los valores obtenidos con el Vehiculo
db. Por lo tanto, se obtiene que el EA1 (4 mg/mL) disminuye los valores de glucosa, pero no lo
suficiente para mantenerse dentro de los valores “normales”. En la grafica 27 se muestran los
resultados del EAl (10 mg/mL), comparados con los controles, se observa que al tercer dia del
tratamiento, hay disminucion de los valores de glucosa, sin embargo, estos aumentan
gradualmente con el tiempo y a partir del dia 10 hasta el final del tratamiento, existe diferencia
significativa con el control integro y con el vehiculo db. Por lo tanto el EAl (10 mg/mL)
disminuye los valores de glucosa, sin llegar a los valores normales, pero se obtienen valores de
glucosa al final del tratamiento mas bajos que con el EAl (4 mg/mL). En la grafica 28 se
muestran los resultados del tratamiento con Glibenclamida comparado con el control integro y el
Vehiculo db, se observa que los valores de glucosa aumentan gradualmente con el tiempo y a
partir del tercer dia hasta el final de tratamiento existe diferencia significativa con el control
integro. La Glibenclamida fue utilizada como control positivo debido a la capacidad que tiene de
estimular a las células f pancreaticas para secretar insulina. Al inducir la DM con STZ, se
promueve la necrosis parcial e irreversible de las células f con el fin de producir los sintomas de
la enfermedad. Por lo tanto se esperaba que la Glibenclamida actuara sobre las células f que no
sufrieron necrosis, sin embargo para que el fairmaco sea efectivo se requiere que exista un nimero
minimo de células B viables, lo que no ocurrié en nuestro estudio, debido a que no se observé

efecto hipoglucemiante con este farmaco. Por lo anterior se demuestra que la DM inducida fue
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muy agresiva causando la necrosis total de las células B, cuando no existen células B viables
existe DM1 o casos severos de DM2.

En la grifica 29 se muestra la comparacion de resultados entre los tratamientos, se
observa que el EAl (4 mg/mL) vs EA1 (10 mg/mL), presentan diferencia significativa el dia 26
(final del tratamiento), por lo tanto, ambos se comportaron de forma similar, sin embargo, el EA1
(10 mg/mL) posee un mayor efecto en la disminucion de los valores de glucosa que el EA1 (4
mg/mL). Al comparar EAl (10 mg/mL) vs Insulina existe diferencia significativa solo al final del
tratamiento (dia 26), por lo tanto, el EA1 (10 mg/mL) se comporto de forma similar a la Insulina,
durante el transcurso del tratamiento, pero la Insulina presenta mayor disminucién de los valores
de glucosa que el EA1 (10 mg/mL). Al comparar el EA1 (4 mg/mL) vs Insulina existe diferencia
significativa en el dia 13 y 26 del tratamiento, por lo tanto, EA1 (4 mg/mL) se comporto de forma
similar a la Insulina, pero esta, presenta un mayor efecto hipoglucemiante que el EA1 (4 mg/mL),
al comparar el efecto de la Glibenclamida contra la Insulina, EA1 (10 mg/mL) y EAI (4 mg/mL),
se observa que existe diferencia significativa durante los 26 dias que durd el tratamiento, por lo
tanto, la Glibenclamida no presento ningun efecto para disminuir los valores de glucosa.

Durante el transcurso del tratamiento se cuantifico el alimento, el agua y el peso de los
animales por grupo cada tercer dia, los resultados se muestran en las tablas 15, 16, 17 y en las
graficas 30, 31 y 32. Analizando las graficas se observa que el grupo integro consumid
aproximadamente la misma cantidad de alimento y el consumo de agua aumento gradualmente,
al igual que su peso durante el transcurso de las 4 semanas de tratamiento. Este es el
comportamiento que deben seguir los animales “normales”.

Con el vehiculo db, se observa que la cantidad de alimento consumido aument6
significativamente en comparacién con el grupo integro, esto concuerda con uno de los sintomas
caracteristicos de los pacientes con DM, la polifagia. El consumo de agua en este grupo también

aumenté significativamente y concuerda con otro sintoma caracteristico de la diabetes, la
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polidipsia. El peso de los animales de este grupo disminuyé significativamente en comparacion
con el grupo integro, lo que concuerda con otro sintoma clasico de DM, la pérdida de peso
inexplicado, a pesar de consumir una cantidad mayor de alimento. Con esto se demuestra que
nuestro modelo de DM, posee caracteristicas similares a las presentadas en humanos.

Con el grupo de Insulina, se observa que el consumo de alimento y el peso de los
animales no hay diferencia significativa en comparacidn con el grupo integro, solo en €l consumo
de agua hay una disminucidn significativa al inicio y al final del tratamiento. Por lo tanto, en el
tratamiento con Insulina, los sintomas de polifagia y pérdida de peso corporal no se presentan.

Se observa que con el EA1 (4 mg/mL) y con el EA1 (10 mg/mL), que el comportamiento
es similar, el consumo de alimento, de agua y el peso corporal disminuyeron en comparacién con
el grupo integro, por lo tanto, se observa que en el tratamiento con EAl (4 mg/mL y 10 mg/mL),
no se presenté polifagia ni polidipsia, solo la pérdida de peso corporal.

Con Glibenclamida, se observa que el consumo de alimento aument6, hay diferencia
significativa del consumo de agua en comparacién con el grupo integro y el peso de los animales
disminuy6 significativamente, por lo tanto en este grupo se presentaron tres sintomas diabéticos
polifagia, polidipsia y pérdida de peso. Por lo tanto, con este tratamiento no se observa diferencia
con los animales que no tuvieron tratamiento (vehiculo db).

RESULTADOS DE DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

Los estudios histopatolégicos no revelaron el dafio a los tejidos (Higado, Pancreas y
Rifiones). A pesar de que estos estudios no mostraron cambios aparentes en los tejidos. Los
ratones diabéticos (Grupo vehiculo db y grupo con Glibenclamida) en las dos filtimas semanas
del tratamiento, mostraron diversos cambios fisicos y de conducta. Los animales se mostraban
agresivos, su pelaje se puso de un color amarillento y con piloereccién, ademas, la pérdida de

peso era evidente, sus 0jos se tornaron opacos. Definitivamente su aspecto era de animales muy

enfermos.
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En México, existe un gran nimero de plantas descritas como agentes hipoglucemiantes en la
medicina tradicional, sin embargo de este numero, solo un pequefio grupo de ellas han sido
estudiadas cientificamente. El efecto hipoglucemiante del EA de TiL descrito en la medicina
tradicional es confirmado mediante este estudio. El efecto farmacolégico es menos potente que el
de la Insulina pero con una mayor duracioén que el presentado por la Insulina. El mecanismo por
el cual esta planta disminuye los valores de glucosa, parece ser independiente de la secrecion de
Insulina. Por lo tanto, nuestro estudio indica que el EA de TiL, posee un efecto hipoglucemiante
significativo, en ratones normales y diabéticos. Ademas no muestra efectos toxicos en las dosis
usadas en este estudio. Para comprender mejor la actividad farmacolégica se requieren hacer mas
estudios para conocer el mecanismo de accién e identificar los constituyentes activos,

responsables del efecto.
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10. CONCLUSIONES

Se determiné la [glucosa] en ratones integros y diabéticos en el curso de 24 horas.
El EA1 de semilla de TiL disminuye significativamente los valores de la [glucosa] en sangre a

una dosis de 80 mg/kg con concentracién de 10 mg/mL en ratones normales y diabéticos, este

efecto fue similar al de la Insulina.

Estos resultados sugieren que el EA de TiL, puede actuar siguiendo el mecanismo de la

Insulina.

Debido a la presencia nula de células B pancreaticas, la Glibenclamida no present6 efecto

antidiabético.

La ingesta de agua en ratones diabéticos, concuerda con lo reportado en la literatura para

humanos.

El consumo de alimento en ratones diabéticos, muestra que hubo polifagia, como la reportada

en los humanos.

Hubo disminucién significativa del peso corporal como en humanos.
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Acido desoxirribonucleico (ADN). Proteina de doble hélice, compuesto por una serie de bases:
timina, adenina, guanina y citosina, un azicar furanoso y un grupo fosfato. En el ADN, se
encuentra almacenada la informacién genética de los organismos.

Acidesis. Descenso del pH sanguineo.

Animales Knockout. Modelos animales derivados de la eliminacion dirigida de un gen concreto.
La herramienta esencial para la aplicacién de esta técnica deriva del empleo de las células

embrionarias troncales, aisladas a partir de embriones durante las etapas iniciales de su
desarrollo.

Animales Transgénicos. Modelos animales derivados de manipulaciéon genética, El método
utilizado es la microinyeccién pronuclear. Es una transferencia génica por inyeccion directa de
ADN extrafio (transgen), en un plasmido, el cual por microinyeccién se transfiere en un cigoto
obtenido por fecundacidn “in vitro”, posteriormente, el 6vulo es implantado en los oviductos de
hembras seudoprefiadas. El ADN microinyectado se integrara al azar en el genoma y se
transmitira a la descendencia del animal.

Ayuno. Ninguna ingesta calorica en por lo menos 8§ horas.

Cetonemia Aparicién de cuerpos cetoénicos en sangre.

Cetonuria. Aparicién de los cuerpos cetonicos en orina.

Cetosis. Es el exceso de cuerpos cetonicos en el organismo.

Cuerpos Cetonicos. Es el resultado de la transformacion de los acidos grasos durante la lipdlisis.
Los cuerpos cetdnicos son 4cido acetoacético, B-hidroxibutirico y acetona.

Edema. Aumento de volumen por retencién de liquidos.

Glucemia. Es aparicién de glucosa en sangre.

Gluconeogénesis. Sintesis de glucosa a partir de aminoacidos, glicerol, acidos lactico o pirivico.
Glucogenogénesis. Sintesis de glucégeno en el higado y misculos estriados.

Glucogenolisis. Liberacion de glucosa a partir del glucdgeno.

Glucdlisis. Proceso que tiene lugar en el citoplasma celular. Consiste en una serie de reacciones,
que permiten la oxidacién de una molécula de glucosa a dos de acido pirivico.

Glucosuria. Eliminacién de glucosa a través de la orina.
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Hemostasia. Es la respuesta del cuerpo humano a las lesiones de los vasos sanguineos y a la
hemorragia. Implica un esfuerzo coordinado entre las plaquetas y numerosas proteinas de la
coagulacién sanguinea (o factores), incluyendo al factor tisular, dando como resultado la
formacién del coagulo de la sangre.

Hiperfagia. Aumento de apetito, hambre excesiva.

Hiperglucemia. Concentracion de glucosa en sangre por arriba de los niveles normales.
Hipertension Arterial. Elevacién de la presién arterial.

Hipertrigliceridemia o dislipidemia o hipercolesterolemia. Término empleado para referirse a
los trastomos en los cuales hay un aumento en la cantidad de lipidos del organismo, como son el
colesterol y los triglicéridos.

Hiperinsulinemia: Aumento de la concentracién de insulina en sangre.

Hipoalbuminemia. Disminucién de la concentracion de albumina en sangre.

Hipoglucemia. Valores de glucosa sanguinea.

Hipoglucemiante. Sustancias que producen una disminuciéon de los valores de glucosa por
debajo de los niveles normales.

Hipovolemia. Decremento de la cantidad de liquidos en el organismo. Deshidratacion por
diarrea, vomito, sudoracién excesiva, hemorragias.

Lipogénesis. Sintesis de grasas neutras o triglicéridos en el tejido celular subcutaneo y adiposo.
Lipolisis. Hidrélisis de triglicéridos en acidos grasos libres y glicerol.

Ocasional. Cualquier hora o dia.

Polidipsia. Sed intensa.

Polifagia. Aumento de apetito.

Poliuria. Pérdida de agua y de electrolitos del fluido tubular, por lo que existe incremento en la
frecuencia de orinar.

Uremia. Incremento de los valores de urea en sangre.
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