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1.0 INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es un trastorno metabdlico cronico caracterizado por una
concentracion sanguinea de glucosa elevada, o hiperglucemia, y causada por una deficiencia
de insulina, a menudo combinada a una resistencia insulinica*’’. Puede producirse por una
variedad de condiciones genéticas, metabdlicas y adquiridas que culminan en hiperglucemia.
Las alteraciones del metabolismo de la glucosa y las anomalias graves del metabolismo de las
grasas, proteinas y otras sustancias son las caracteristicas patologicas de la DM. Sus
complicaciones pueden ser: agudas, como hiperglucemia, cetosis grave e hipertrigliceridemia;
a corto plazo, como defectos en la microcirculacién, anormalidades en leucocitos, plaquetas y
eritrocitos, disfuncion nerviosa y renal; a largo plazo, como retinopatia, nefropatia, pie
diabético, alteraciones neuroldgicas, capilares y arteriales®®”.

Se conocen dos grandes grupos de DM: diabetes mellitus tipo 1 (DM1), también
denominada DM insulinodependiente, se debe a una falta de secrecion de insulina; diabetes
mellitus tipo 2 (DM2), también denominada DM no insulinodependiente, obedece a una
menor sensibilidad de los tejidos efectores a las acciones metabolicas de la insulina. Esta
menor sensibilidad a la insulina suele conocerse como resistencia a la insulina®’.

La DM es un problema relevante de salud que requiere una atencion prioritaria en
Mexico, ya que su tendencia al incremento no ha sido controlada con los esfuerzos
desarrollados. EI comportamiento demogréafico del pais en el que se advierte un cambio en la
piramide poblacional agregara condiciones de riesgo para la diversa poblacion, que sumando a
los casos existentes, incrementard la demanda de servicios de atencion primaria y
especializada en un futuro cercano™. De acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica,

Geografia Estadistica (INEGI) la DM se ha colocado en afios recientes a la cabeza de las

FACULTAD DE QUIMICA 1
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principales causas de muerte en el pais'®. Cada hora mueren 6 mexicanos por DM y est

comprobado que sin un tratamiento adecuado, el 50% de las personas con este mal
desarrollara neuropatia diabética, la cual altera diferentes procesos celulares que dafian el
tejido nervioso en los miembros superiores e inferiores, por un lado®.

Por otro lado, se plantean diversos programas de prevencion de la DM, con lo que se
hace difusion al control del sobrepeso, ademés de motivar a las personas a acudir a las
instituciones de salud como la Secretaria de Salud a realizarse pruebas para la deteccién de la
DM, si este programa funciona, entonces estamos hablando de que existira una disminucion de
personas diabéticas, una disminucion del costo para las instituciones con respecto a los
diabéticos y disminucion del costo para los diabéticos y sus familiares.

La mayoria de los casos de DM que se diagnostican en el pais presentan DM2, y es
frecuente que muchos de los pacientes con este padecimiento no se den cuenta de su
hiperglucemia durante varios afios. Esta elevacion silenciosa, persistente e inadvertida de la
glucosa favorece la presencia de las complicaciones, ya que retarda el tratamiento y el dafio de
los vasos sanguineos inicia, por lo menos, entre 4 y 7 afios antes de que aparezcan los
sintomas, con lo cual se incrementa el riesgo de complicaciones crénicas y con ellas, de la
muerte temprana, que en los enfermos de DM es 2 a 4 veces mayor que la poblacion general™.

La DM no es curable. El objetivo inmediato del tratamiento es estabilizar la
concentracion de azlcar en la sangre y eliminar los sintomas producidos por el alto nivel de
azucar en la sangre. El objetivo, a largo plazo, es prolongar la vida, mejorar la calidad de vida,
aliviar los sintomas y prevenir las complicaciones a largo plazo como trastornos cardiacos y la
insuficiencia renal®. Los pilares del tratamiento de pacientes con DM estan dados por la

instauracion de un plan alimentario apropiado, la realizacion de ejercicio fisico aer6bico, con
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la intensidad y frecuencia adecuadas, la instruccion diabetologica del paciente y la

administracion de ser necesario, de farmacos: antidiabéticos orales (indicados a los pacientes
con DM2) o insulina’; solo que el tratamiento con estos farmacos causa efectos adversos
agresivos en los pacientes como hipoglucemia, aumento de peso, retencion de liquidos, etc*’.

Desafortunadamente, el costo de este tratamiento es elevado. El Instituto Nacional de
Salud Publica (INSP) estima el gasto anual por DM en el pais en 317 millones de délares (mas
de 3 mil millones de pesos), que equivale al 4.7% del gasto publico para la Secretaria de Salud
(SS) (38 millones de ddlares) y al 6.5% del gasto para el Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS) e Instituto de Seguridad y Servicios Sociales para los Trabajadores del Estado
(ISSSTE) (103 millones de ddlares), y en el 2005 este gasto fue de aproximadamente 320
millones de délares®.

Por lo expuesto anteriormente, se ha pensado en un tratamiento alternativo de bajo
costo y menos agresivo para los pacientes. En afios recientes se ha plateado un tratamiento
alternativo a base de productos naturales porque tienen un uso tradicional, las plantas
utilizadas como antidiabéticas han mostrado actividad hipoglucémica en animales de
laboratorio o en el hombre, aunque no se han identificado todavia el o los agentes responsables
de dicha actividad®’. Dentro de la Medicina tradicional el tamarindo cuyo nombre cientifico es
Tamarindus indica Linn (TiL) es de los mas utilizados.

Los Arabes fueron los primeros en tener conocimiento de las propiedades del
tamarindo, que fue conocido en Europa como “tamarindo de la India”. Los comerciantes lo
introdujeron en Asia. EI nombre deriva del &rabe “tamare”=datil e “hindi”=indio, que significa
datil de la India, siendo este nombre el que le dio origen a su nombre botanico: Tamarindus

indica®™. EI TiL se ha utilizado en la medicina tradicional de nuestro pais (empiricamente) para
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tratar la DM. En este trabajo se realizé un analisis cientifico del fruto del arbol asi como la

extraccion de sus componentes totales, extracto acuoso total (EAT), y fraccionados, fraccion
obtenida por percolacion del extracto acuoso total (FPEAT). Ademas, se propone el uso de la
FPEAT de TiL como un tratamiento alternativo para la DM.

El objetivo general de este trabajo fue evaluar y comparar la actividad “antidiabética”

de la FPEAT de TiL con insulina en ratones.
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2.0 GENERALIDADES

2.1 HISTORIA DE LA DIABETES MELLITUS

La historia de la Medicina, segun la evidencia que se ha encontrado, inicia hace casi
3,000 afios con los antiguos Egipcios. Anteriormente, se creia que la Medicina empezaba con
los Griegos, pero existen datos que nos remontan hasta Imhotep y Thot. A Imhotep lo
consideraron el “Dios de la Medicina” y es la referencia mas antigua de un médico. En cambio
a Thot le nombraron el “Dios del arte de curar” y fue el “Patrono de los médicos™?".

Esta cultura Egipcia se conoce gracias a la existencia de diversos papiros del afio 2,000
hasta 1,200 afios a.C., asi como la descripcion de diversas enfermedades y la manera de
curarlas. La primera referencia de la DM se atribuye al mas famoso de estos papiros, el de
Ebers (Figura 1), encontrado por Georg Ebers en 1872 cerca de Thebes y que se cree fue
escrito en 1,550 a.C.%.

Entre el V y el IV siglo a.C., inicia la era de los Griegos en la Medicina y la figura
principal fue Hipdcrates (460 a 377 a.C.) a quien se le llamo “Padre de la Medicina”. No hay
mencidn especifica de la DM en los escritos de Hipdcrates, pero si una amplia descripcién de
los signos y sintomas de la enfermedad. Otro médico Griego, Claudius Galeno (130 a 201
d.C.) fue el mas famoso escritor de Medicina de todos los tiempos. En sus escritos, Galeno
describi6 la DM y pensaba que su origen se encontraba en los rifiones.

En el afio 70 a.C. el Romano Aretaeus observé polidipsia y poliuria, y denomingé la
enfermedad diabetes, que significa “agua pasando a través de un sifén”>*?'. En la Medicina
Hindu se agrego el término de “orina de miel” casi un milenio antes de que los europeos la
[lamaran mellitus a la DM (mellitus quiere decir miel). Hay tres médicos hindus conocidos

como “El trio sagrado” que fueron Charaka, Susruta y Vagbhata. En sus escritos, llamados

FACULTAD DE QUIMICA 5
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Samhitas, describieron 20 diferentes variedades de “Pramhea” que quiere decir enfermedades

del flujo de orina. Ellos usaron los términos: Iksumeha (orina con azucar) y Madhumeha
(orina de miel)*.

En la Edad Media la DM sufre un importante vacio en cuestiones de ciencia y algunos
aspectos de la cultura aunque podriamos citar a: Avicena, Feliche y Paracelso™.

Por otro lado, el médico londinense Thomas Willis introdujo méas tarde el término
mellitus 0 “semejante a la miel” tras detectar el sabor dulce de la orina>. En 1778, Thomas
Cawley realiz6 la autopsia a un diabético y observé que tenia un pancreas atréfico y mdaltiples
calculos implantados en el tejido pancreatico, esta es la primera referencia fundamentada que
relaciona la DM y el pancreas'®.

En 1869, un estudiante aleman de Medicina, Paul Langerhans (Figura 2), not6 que el
pancreas contiene dos distintos grupos de células: las células acinares, las cuales secretan
enzimas digestivas, y células que estan agrupadas en islas, o islotes, lo cual sugiri6 que tenian
una segunda funcion. La evidencia directa para esta funcion Ilegé en 1889, cuando Minkowski
y von Mering mostraron que perros pancreatectomizados exhibian un sindrome similar a la
DM en humanos?®®.

Hubo numerosos intentos para extraer la sustancia pancreatica responsable de la
regulacion de la glucosa sanguinea. A principios del siglo XX, George Zuelzer, un internista
en Berlin, intent0 tratar a un paciente diabético con extractos de pancreas. Aunque el paciente
mejor6 temporalmente, cayd dentro de un coma y muri6 cuando el suministro de extracto se
agoto. E. L. Scott, un estudiante de la Universidad de Chicago, hizo otro intento para asilar un
principio activo en 1911. Usando extractos alcohdlicos del pancreas, Scott tratd varios perros

diabéticos con resultados alentadores; sin embargo, le faltd aclarar la manera de medir la
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concentracion de glucosa sanguinea, por lo que su profesor considerd que el experimento

estaba inconcluso. Entre 1916 y 1920, el fisiologo Rumano Nicolas Paulesco encontro que las
inyecciones de extractos pancreaticos reducian el azlcar y las cetonas urinarias en perros
diabéticos. A pesar de que él publico los resultados de su experimento, su importancia fue
totalmente apreciada afios mas tarde®®.

El descubrimiento de la insulina se desarroll6 en la Universidad de Toronto por el Dr.
Frederick Grant Banting, canadiense, cirujano ortopédico cuyo interés naci6 al sospechar que
cerrando los ductos pancreéaticos y haciendo que los acinos se destruyeran, podia obtener la
secrecion interna de los islotes. Banting, junto con su ayudante Charles Best observaron que
inyectando el liquido obtenido en una cachorra diabética, se conseguia reducir en dos horas
una glucemia: habian descubierto la insulina. Esta cachorra es la famosa "Marjorie", primer
animal que después de haberle quitado el pancreas pudo vivir varias semanas con la inyeccion
del extracto de Banting y Best, hasta que tuvo que ser sacrificada al acabarse el extracto
(Figura 3)*°.

El primer paciente diabético en recibir el extracto activo preparado por Banting y Best
fue Leonard Thompson, de 14 afios de edad. Se presentd en el Hospital General de Toronto
con niveles de glucosa sanguinea de 500 mg/dL (28 mM). A pesar de un estricto control de su
dieta (450 kcal/dia), él continu6 excretando grandes cantidades de glucosa, y sin insulina, el
resultado mas probable pudo ser la muerte después de unos meses. La administracion de los
extractos de Banting y Best redujo la concentracién en plasma y la excrecién urinaria de
glucosa. Se aplicaron diariamente inyecciones. La excrecién de glucosa se redujo de por arriba

de 100 a algo tan poco como 7.5 g/dia, y el paciente mostré una notoria mejora clinica®®.
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La terapia con la nueva hormona descubierta, insulina, tuvo un obstaculo que fue un

claro desorden metabolico. Fue dificil tener reproducibilidad en la obtencion de extractos
activos. Por lo que Banting buscé la ayuda de J. B. Collip, un quimico experto en la extraccion
y purificacion de adrenalina. Obtuvieron extractos estables y pacientes en muchas partes de
Norteamérica pronto fueron tratados con insulina de origen porcino y bovino®.

El Premio Nobel en Medicina y Fisiologia fue otorgado a Banting y Macleod en 1923.
Banting anuncié que queria compartir su premio con Best; Macleod hizo lo mismo con
Collip®.

Durante la tercera y cuarta décadas del siglo pasado se produjeron preparados
insulinicos (con insulina extraida de pancreas de bovinos o porcinos) de mayor pureza y
accion mas prolongada y en 1955 Sanger logr6 determinar la secuencia de aminoacidos de esta
hormona polipeptidica. La estructura tridimensional de la insulina se dilucidd mediante
cristalografia por difraccion de rayos X, en 1969, y entre 1977 y 1981 se logro sintetizar una
hormona de estructura primaria idéntica a la humana, tanto por métodos de ingenieria genética
como por la modificacion de la secuencia de aminoécidos de la insulina porcina’.

Ahora, como resultado de la tecnologia de &cido desoxirribonucleico (ADN)

recombinante, la insulina humana es utilizada para la terapia®.
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Figura 3. Banting y Best con la perrita “Marjorie

2.2 PANCREAS

El pancreas se relaciond con la DM ya que se observo que las personas que padecian
esta enfermedad presentaban un dafio comun en este 6rgano.

El pancreas, ademas de sus funciones digestivas, secreta dos hormonas esenciales, la
insulina y el glucagon, para la regulacion del metabolismo de la glucosa, los lipidos y las
proteinas. Pese a que el pancreas también secreta otras hormonas, como la amilina, la

somatostatina y el polipéptido pancreético, sus funciones se conocen poco?’.
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2.2.1 ANATOMIA Y FISIOLOGIA

En el ser humano el pancreas se extiende desde el marco duodenal (que rodea su
cabeza) hasta el bazo (a menudo en contacto con la cola del pancreas), con una subdivision
estructural y funcional bien notoria (Figura 4)’.

El pancreas se compone de dos grandes tipos de tejido, los acinos, que secretan el jugo
digestivo al duodeno y los islotes de Langerhans (Figura 5), que secretan insulina y glucagon
de forma directa a la sangre?’.

El pancreas humano cuenta con 1 a 2 millones de islotes de Langerhans, cada uno de
unos 0.3 mm de didmetro; los islotes se organizan en torno a pequefios capilares, hacia los que
vierten sus hormonas. Los islotes contienen tres tipos fundamentales de células; a, B y 8, que
se diferencian entre si por sus caracteristicas morfologicas y de tincion. Las células B
representan casi el 60% de la totalidad, se encuentran sobre todo en el centro de cada islote y
secretan insulina y amilina, hormona que suele liberarse paralelamente a la insulina, pese a
que no se conoce bien su funcion. Las células o, que componen casi el 25% del total, secretan
glucagon y las células &, que representan un 10%, secretan somatostatina. Ademas, existe por
lo menos otro tipo de célula, la célula PP, en cantidad reducida, que produce una hormona de
funcion incierta, denominada polipéptido pancreatico®’.

Las relaciones intimas entre estos tipos celulares de los islotes de Langerhans facilitan
la comunicacion intercelular y el control directo de la secrecion de algunas de las hormonas
por las demés. Por ejemplo, la insulina inhibe la secrecion de glucagon, la amilina la de

insulina, y la somatostatina la de insulina y glucagon®’.
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Figura 5. Islotes de Langerhans™®.

2.3 INSULINA

La insulina se secreta en las células  pancreéticas y es la principal hormona que regula
la concentracion de glucosa sanguinea.
2.3.1 ESTRUCTURA

La insulina se compone de 51 aminoacidos dispuestos en dos cadenas polipeptidicas,

designadas A y B, que estan unidas por dos puentes disulfuro entre las cadenas que conectan
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A7 con B7, y A20 con B19. La molécula de insulina también contiene un puente disulfuro

intramolecular entre los residuos de aminoacidos 6 y 11 de la cadena A (Figura 6)22°.
En la mayor parte de las especies no varia la localizacion de estos puentes disulfuro, y
las cadenas A y B, tienen 21 y 30 aminoacidos, respectivamente. La insulina humana tiene una

masa molecular de 5,734 kDa™.

La insulina bovina difiere de la humana en tres posiciones de aminoécidos, en tanto

que la porcina varia solo en una posicién®,
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Figura 6. Estructura de la insulina. Cuando es removido el péptido de conexion (péptido C), la proinsulina es
convertida a insulina®.
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2.3.2 BIOSINTESIS

La insulina se sintetiza como una preprohormona (peso molecular aproximadamente de
11,500 kDa); y es el prototipo para los péptidos que se procesan a partir de grandes moléculas
precursoras. La secuencia de 23 aminoacidos, pre o lider, dirige la molécula hacia el interior
de la cisterna del reticulo endoplasmico y después es removida. Esto origina una molécula de
proinsulina, con peso molecular de 9,000 kDa, que proporciona la conformacion necesaria
para los puentes disulfuro apropiados. El ordenamiento de la proinsulina, iniciando desde el
amino terminal es: cadena B-péptido de conexién (C)-cadena A. La molécula de proinsulina
sufre una serie de cortes de péptidos en sitios especificos, lo que resulta en la formacién de
cantidades equimolares de insulina madura y de péptido C (Figura 7)*"%4°,

La proinsulina es sintetizada por los ribosomas sobre el reticulo endoplasmico rugoso y
la remocién enzimatica del segmento lider (pre) del péptido con la formacion del enlace
disulfuro y el doblez, tienen lugar en la cisterna de este organelo. La molécula de proinsulina
es transportada hacia el aparato de Golgi, en donde se inicia la prote6lisis y es empacada en
los granulos secretores. En los granulos continda la maduracion, conforme atraviesan el
citoplasma hacia la membrana plasmatica. Debido a una estimulacion apropiada, los granulos
maduros se fusionan con la membrana plasmatica y descargan su contenido hacia el liquido

extracelular por medio de un proceso de exocitosis*"*°.
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Figura 7. Secuencia de la biosintesis de la insulina en las células B pancreéticas™.

2.3.3 SECRECION

El pancreas del ser humano secreta 40 a 50 unidades de insulina por dia, lo que
representa cerca de 15 a 20% de la hormona almacenada en la glandula. La secrecién de la
insulina es un proceso que requiere de energia y que involucra al sistema de microtubulos-
microfilamentos en las células B de los islotes™.

La insulina se libera basalmente de forma constante y se han implicado un nimero de
mediadores:

a) Glucosa: Un aumento en la concentracion plasmatica de glucosa, es el regulador mas
importante de la secrecién de insulina®.

b) Factores hormonales: Numerosas hormonas afectan la liberacién de la insulina. Los

agonistas a-adrenérgicos, en especial la adrenalina, inhiben la liberacién, aun cuando este

proceso sea estimulado por la glucosa. Los agonistas —adrenérgicos estimulan la liberacion
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de insulina, probablemente por medio del aumento intracelular de adenosina-5’-monofosfato

ciclico (AMPc)®.

La exposicion cronica a niveles excesivos de hormona de crecimiento, cortisol,
lactégeno placentario, estrégenos y progestinas, también aumenta la secrecién de insulina®.

¢) Aminoacidos: La ingestion de proteinas induce un aumento transitorio en los niveles
plasméticos de aminoacidos, lo que a su vez induce la secrecion inmediata de insulina. Una
concentracion plasmatica alta de arginina es un estimulo potente para la sintesis y secrecién de
insulina®.

d) Agentes farmacolégicos: Muchos medicamentos estimulan la secrecién de insulina,
pero los compuestos de sulfonilurea se usan de manera muy frecuente para terapia en el ser
humano. Los farmacos como la tolbutamida, estimulan la liberacion de insulina mediante un
mecanismo diferente al empleado por la glucosa y han alcanzado un amplio uso en el
tratamiento de DM2.

2.3.4 MECANISMO DE ACCION

La insulina se une con receptores especificos de alta afinidad en la membrana celular
de la mayoria de los tejidos, incluidos el hepatico, muscular y adiposo. El receptor para
insulina se sintetiza como un solo polipéptido que se glucosila y divide en subunidades a y B,
las cuales se ensamblan después en un tetramero unido por enlaces disulfuro. Un dominio
hidrofobo de cada subunidad  cruza la membrana plasmatica. La subunidad o extracelular
contiene el sitio de unién para la insulina. ElI dominio citosolico de la subunidad B es una

cinasa de tirosina, a la cual activa la insulina®.
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La union de la insulina con las subunidades o del receptor para la insulina induce

cambios en la conformacion que se trasladan a las subunidades B. Esto fomenta una
autofosforilacion rapida de un residuo especifico de tirosina en cada subunidad B. La
autofosforilacién inicia una cascada de respuestas de sefializacion celular que incluyen
fosforilacion de una familia de proteinas Ilamadas proteinas sustrato para el receptor de
insulina (IRS). Se han identificado por lo menos cuatro IRS que tienen estructuras similares,
pero distribuciones distintas en los tejidos corporales. Las acciones de la insulina dependen de
la desfosforilacion del receptor®®.

El transporte de glucosa en algunos tejidos, como el muasculo esquelético y el tejido
adiposo, aumenta en presencia de insulina. La insulina fomenta el reclutamiento de
transportadores de glucosa sensibles a insulina (GLUT-4) de una reserva situada en las
vesiculas intracelulares. Después de la union de la insulina, el complejo hormona-receptor se
interioriza. Una vez dentro de la célula, la insulina se degrada en los lisosomas. Es posible que
los receptores se degraden, pero la mayoria se recicla en la superficie celular. Los niveles
elevados de insulina promueven la degradacion de los receptores, lo que disminuye el niUmero
de receptores superficiales (Figura 8)%.

2.3.5 DEGRADACION

A diferencia de los factores de crecimiento similares a la insulina, esta no tienen una
proteina plasmatica de transporte; de esta forma, la vida media plasmatica es menor de 3 a 5
minutos bajo condiciones normales. Los principales 6rganos involucrados en el metabolismo
de la insulina son el higado, rifiones y placenta; cerca del 50% de la insulina es removida en

un solo paso por el higado®.
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Existen dos mecanismos que involucran sistemas enzimaticos y son los responsables

del metabolismo de la insulina. El primero involucra a una proteasa especifica para insulina
que se encuentra en diversos tejidos. El segundo involucra a una transhidrogenasa insulina-
glutation hepatica, esta enzima reduce los enlaces disulfuro y después, las cadenas A y B

individuales son degradadas de manera rapida"*.
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Figura 8. La insulina se une a la subunidad o del receptor a insulina, lo que aumenta el transporte de glucosa y
provoca la autofosforilaciéon de la subunidad B del receptor, lo que induce la actividad de la tirosina cinasa. La
fosforilacion de la tirosina activa una cascada intracelular de sefializacion de proteinas que regulan el efecto de la
insulina sobre el metabolismo de glucosa, grasas y proteinas®.
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2.4 DIABETES MELLITUS

La alteracion de la produccion de insulina en el organismo desencadena en algun tipo

de DM.

2.4.1 DEFINICION

La DM es una enfermedad degenerativa debida a que el pancreas no produce insulina
suficiente 0 a que el organismo no la puede utilizar eficazmente. La insulina es la hormona
que regula el azlcar en la sangre (glucemia). La hiperglucemia (aumento de la glucemia) es un
efecto frecuente de la DM no controlada y con el tiempo produce importantes lesiones en

muchos sistemas organicos y en particular en los nervios y los vasos sanguineos*’,

2.4.2 EPIDEMIOLOGIA

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) calcula que en el mundo hay mas de 180
millones de personas con DM, y es probable que esta cifra aumente a mas del doble en el
2030. Se calcula que en el 2005 hubo 1,1 millones de muertes debidas a la DM vy
aproximadamente un 80% se registran en paises de ingresos bajos o medios, casi la mitad de
las muertes ocurren en pacientes de menos de 70 afos y el 55% en mujeres. La OMS calcula
que las muertes por DM aumentaran en mas de un 50% en los préximos 10 afios si no se
toman medidas urgentes. Es mas, se prevé que entre 2006 y 2015 las muertes por DM

aumenten en mas de un 80% en los paises de ingresos medios-altos*".
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En menos de 40 afios la DM se ha convertido en el principal problema de salud en

México. Fue la principal causa de muerte en mujeres y la segunda en hombres durante el afio

2000; y es la principal causa de ceguera y fallas en rifiones™.

En México hay 8 millones de afectados y cada hora mueren 6 mexicanos por DM. Esta
comprobado que sin un tratamiento adecuado, el 50% de las personas con este mal
desarrollara neuropatia diabética, la cual altera diferentes procesos celulares que dafian el
tejido nervioso en los miembros superiores e inferiores®. Para el afio 2025 se estima que 11,7

millones de mexicanos sean diagnosticados con DM>?,

La DM2 en particular, ha llegado a ser un serio problema de salud publica que debe ser
resuelto®. Los gastos de atencién y prevencion en 2007 seran a nivel mundial entre 215 y 375
billones de ddlares, y las personas que no tienen acceso a los servicios de salud tendran que

erogar de sus bolsillos 25% de sus ingresos anuales®.
2.4.2.1 TRANSICION EPIDEMIOLOGICA

La mortalidad que produce la DM comenz6 a incrementarse durante los afios 40
(Figura 9). En aquél tiempo ocurrieron cambios sociales y ambientales cruciales. Una gran
proporcion de la poblacion se movid de las zonas rurales a las urbanas. En consecuencia,

hubo cambios en la dieta y en la cantidad de actividad fisica®.

De 1998 a 2002, la tasa de mortalidad cambid de 43,3 a 53,2 muertes por cada 100,000
habitantes. En contraste, otras causas comunes de muerte no han tenido un cambio

significativo en relacién a su tasa de mortalidad®.
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Figura 9. Tasa de mortalidad de la DM en México por cada 100 000 habitantes (1922-2002).

2.43 CLASIFICACION

La DM comprende un grupo de desdrdenes heterogéneos los cuales tienen en comdn
un incremento de la concentracion de glucosa sanguinea®. Es la manifestacion de una serie de
condiciones en las cuales el balance de la secrecion y accion de la insulina (resistencia a la
insulina) ha sido alterado. La pérdida de euglicemia es causada por la relativa deficiencia de
insulina en presencia de resistencia a la insulina, o por una absoluta deficiencia de insulina.
Hay condiciones relacionadas en las cuales existe una alteracion de la resistencia a insulina o
una disfuncioén de las células B (Tabla 1). La elucidacion de las causas de la resistencia a la
insulina, falla de las células B y la atencién a los diferentes grados de deficiencia y resistencia
a la insulina permite un mejor diagnostico, tratamiento y prevencion de la DM y sus

condiciones relacionadas®,
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2.4.3.1 DIABETES MELLITUSTIPO 1

2.4.3.1.1 DIABETES INMUNO-MEDIADA

Es una enfermedad autoinmune. Esto ocurre cuando el sistema inmunolégico
desconoce algun 6rgano y lo ataca. En el caso de la DM1, este sistema se vuelve contra las
células B del pancreas y las destruye. Lo anterior ocasiona que el pancreas produzca poca
insulina o deje de producirla. Una persona que padece DM1, necesita recibir insulina todos los
dias para poder vivir. De no ser asi, se corre el riesgo de caer en un coma diabético o
cetoacidosis®,

No existe una explicacion especifica para determinar por qué el sistema inmune
empieza a destruir a las células B, los cientificos creen que son varios los factores que
intervienen, tales como la genética, el ambiente, el mismo sistema inmunoldgico o
posiblemente algun tipo de virus. Se estima que entre el 5y 10% de los casos diagnosticados
con DM son tipo 1. Este tipo de DM se presenta con mayor frecuencia en nifios y adultos
jévenes, sin embargo, puede desarrollarse a cualquier edad. Sus sintomas suelen aparecer en
poco tiempo, aunque la destruccion de las células B puede haber comenzado varios afios
atras™®,
2.4.3.1.2 DIABETES IDIOPATICA

La etiologia de algunas formas de DM1 es desconocida. Algunos pacientes con este
tipo de DM tienen insulinopenia permanente y son propensos a cetoacidosis, pero no se tiene
evidencia de autoinmunidad. Los individuos con esta forma de DM sufren de episodios de
cetoacidosis y tienen variaciones en la deficiencia de insulina entre los episodios. Este tipo de

DM es fuertemente heredado.

FACULTAD DE QUIMICA 21



14
é GENERALIDADES

2.4.3.2 DIABETES MELLITUS TIPO 2

La mayoria de las personas que tienen DM, tienen el tipo 2. El pancreas de quienes
tienen DM2 sigue produciendo insulina, pero el cuerpo no es capaz de utilizarla. A esto se le
Ilama “resistencia a la insulina” y ain se desconocen sus causas. Normalmente la mayoria de
las personas que padecen DM2 la adquieren después de los 40 afios de edad y mas
frecuentemente después de los 55 afios™.

Nueve de cada diez personas con DM tienen DM2. A pesar de ser considerada como
una enfermedad de adultos, cada vez es mas frecuente su presencia en nifios. La DM2 es parte
en muchos casos de un sindrome metabdlico que incluye presidn sanguinea elevada, obesidad
y altos niveles de lipidos en la sangre®®.
2.4.3.3 DIABETES MELLITUS GESTACIONAL

La diabetes mellitus gestacional (DMG) se define como cualquier intolerancia a la
glucosa detectada durante el embarazo. Aproximadamente el 7% de las mujeres embarazadas
desarrollan DMG, una forma transitoria de la DM, esto es debido a que algunos tejidos
placentarios o adiposos maternos secretan hormonas que alteran el metabolismo de la glucosa.
En la mayoria de las mujeres este desorden desaparece al parir, pero en los subsecuentes 10

afios el 50 a 70% de estas mujeres presentaran DM234%%24
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Tabla 1. Clasificacién de la diabetes mellitus®.

I. Diabetes mellitus tipo 1
B. Diabetes mediada por procesos autoinmunes
A. Diabetes idiopatica
I1. Diabetes mellitus tipo 2
I11. Diabetes gestacional
IV: Otros tipos especificos de diabetes
A. Defectos genéticos de la funcion de la célula 3
B. Defectos genéticos en la accion de la insulina
C. Enfermedades del pancreas exocrino
D. Endocrinopatias
E. Inducida por quimicos o farmacos
F. Infecciones
G. Formas no comunes de diabetes mediada por fenémenos inmunes
H: Otros sindromes genéticos asociados a veces con diabetes

2.4.3.4 OTROS TIPOS ESPECIFICOS DE DIABETES
2.4.3.4.1 DEFECTOS GENETICOS DE LAS CELULAS B

Varias formas de DM son asociadas con defectos monogenéticos en la funcion de las
células P. Estas formas de DM se caracterizan por el inicio de hiperglucemia a una edad
temprana (generalmente antes de los 25 afios). Son referidas como diabetes del inicio de la
madurez de los jovenes (MODY) y se caracterizan por una disminucion en la secrecién de
insulina con un minimo o sin defectos en la accion de la insulina. Se heredan con un patrén
dominante autosomal. Hasta la fecha, se han identificado las anormalidades a seis loci en
diferentes cromosomas. La forma mas comdn se asocia a mutaciones en el cromosoma 12 en
un factor de transcripcion hepético conocido como factor nuclear del hepatocito-lo (HNF-
1o,
2.4.3.4.2 DEFECTOS GENETICOS EN LA ACCION DE LA INSULINA

Hay causas inusuales de DM que resultan de determinadas anormalidades genéticas de

la accion de la insulina. Las anormalidades metabdlicas asociadas con mutaciones del receptor
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de la insulina pueden pasar de una modesta hiperinsulinemia e hiperglucemia a una DM

severa. En el pasado, este tipo de sindrome se le llamo resistencia a la insulina tipo A’.
2.4.3.4.3 ENFERMEDADES DEL PANCREAS EXOCRINO

Cualquier proceso que dafie al pancreas puede provocar DM. Procesos adquiridos
incluyen: pancreatitis, trauma, infeccion, pancreatectomia y carcinoma pancreatico. Con
excepcion del cancer, el dafio al pancreas debe ser grave para provocar DM; los
adrenocarcinomas que envuelven solamente una pequefia porcion del pancreas han sido
asociados con DM. Esto implica un mecanismo tan simple como la reduccion de la masa de
las células B. Si el dafio es severo, la fibrosis quistica y la hemacromatosis también dafaran las
células B y disminuiran la secrecion de insulina®.
2.4.3.4.4 ENDOCRINOPATIAS

Varias hormonas (por ejemplo, la hormona de crecimiento, cortisol, glucagon y
epinefrina) antagonizan la accion de la insulina. Excesos en las cantidades de estas hormonas
pueden provocar DM. Ocurren en individuos con defectos preexistentes en la accion de la
insulina, y la hiperglucemia tipicamente se resuelve cuando el exceso de hormona se controla®,
2.4.3.4.5 DIABETES INDUCIDA POR QUIMICOS O FARMACOS

Muchos farmacos puden disminuir la secrecion de insulina. Estos fArmacos pueden no
causar DM por ellos mismos, pero pueden provocarla en individuos con resistencia a la
insulina. En tales casos, la clasificacion no esta clara porque la disfuncién de las células o la

resistencia a la insulina es desconocida®.
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2.4.3.4.6 INFECCIONES

Ciertos virus han sido asociados con la destruccion de las células 3, como por ejemplo
el coxsackievirus B, citomegalovirus, adenovirus y paramixovirus (paperas) han sido
implicados en ciertos casos de DM™.
2.4.3.4.7 FORMAS NO COMUNES DE DIABETES MEDIADA POR FENOMENOS
INMUNES

En esta categoria, hay dos condiciones conocidas, y hay otras que son probables de
ocurrir. Anticuerpos contra los receptores de insulina pueden causar DM por la unién con
estos receptores
2.43.48 OTROS SINDROMES GENETICOS ASOCIADOS CON DIABETES
MELLITUS

Muchos sindromes genéticos son acompafiados por un incremento en la incidencia de
la DM. Incluyen anormalidades cromosomales como el sindrome de Down, el sindrome de
Klinefelter y el sindrome de Turner. El sindrome de Wolfram es un desorden recesivo
autosomal caracterizado por DM deficiente de insulina y la ausencia de células p'.

2.4.4 ALTERACIONES METABOLICAS

La DM es un desorden metabolico en el cual se reduce el metabolismo de
carbohidratos mientras que el de proteinas y lipidos se incrementa. En diabéticos, la glucosa
exdgena y enddgena no se utiliza efectivamente y ésta se acumula en la sangre
(hiperglucemia). Como los niveles de glucosa en sangre se incrementan, la cantidad de
glucosa filtrada por el glomérulo excede la capacidad de reabsorcion de las células del tabulo

proximal, lo que ocasiona la aparicion en orina (glucosuria). El catabolismo de proteinas y la
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cantidad de nitrogeno excretado se incrementan cuando la insulina en sangre cae a niveles

bajos; la estimulacion de la gluconeogénesis hepatica convierte aminoacidos en glucosa. El
catabolismo de lipidos y &cidos grasos es también acelerado en ausencia de insulina, seguido
de la formacion de cuerpos cetonicos, como acido acetoacetico, acido B-hidroxibutirico y
acetona. Pérdidas renales de glucosa, sustancias nitrogenadas y cuerpos ceténicos promueven
una diuresis osmotica que puede resultar en deshidratacion, anormalidades en electrolitos y
desequilibrios acido-base. La cetoacidosis diabética es el resultado final de la deficiencia de
insulina en DM1 no controlada’.

Los diabéticos tipo 2 son menos propensos a desarrollar cuerpos ceténicos o
cetoacidosis diabética, pero muchos desarrollan coma hiperosmolar, una condicién
caracterizada por una hiperglucemia severa y deshidratacion®.

2.4.5 SINTOMAS

Frecuentemente la DM pasa desapercibida debido a que sus sintomas aparentan ser
inofensivos. Nuevos estudios indican que la deteccidén prematura de los sintomas de la DM y
su tratamiento pueden disminuir las posibilidades de desarrollar las complicaciones de la DMZ.
Los niveles altos de glucosa en la sangre pueden causar diversos problemas incluyendo
necesidad frecuente de orinar, sed excesiva, hambre, fatiga, pérdida de peso y vision borrosa;
sin embargo, debido a que la DM2 se desarrolla lentamente, algunas personas con niveles altos
de glucosa en la sangre son completamente asintomaticos™.

Los sintomas de la DM1 son:

» Aumento de la sed

> Aumento de la miccién
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Perdida de peso a pesar de un aumento de apetito
Fatiga

Nauseas

vV V VY \7“'

VVomito

Los sintomas de la DM2 son:
Aumento de la sed

Aumento de la miccién
Aumento del apetito

Fatiga

Vision borrosa

vV V VYV V¥V V V

Infecciones que sanan lentamente
» Impotencia en los hombres
2.4.6 DIAGNOSTICO

Un diagnostico rapido y sin equivocaciones es esencial para evitar el inicio de las
complicaciones en DM1 y DM2. Los signos y sintomas de la DM pueden variar con los
individuos y por lo tanto no son confiables para el diagndstico®.

En 1997 el criterio de diagnostico para la DM fue modificado por un comité experto de
la Asociacion Americana de Diabetes (ADA). Para personas de cualquier edad, no
embarazadas, un diagnostico de la DM puede ser hecho cuando se presenta uno de los
siguientes puntos*:

> Signos y sintomas clasicos de DM (polidipsia, poliuria, cetonuria y una rapida pérdida

de peso) combinada con un nivel de glucosa en plasma > a 200 mg/dL.
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» La concentracion de glucosa sanguinea en una prueba rapida de glucosa (FPG) es > a

126 mg/dL.
> En una prueba oral de tolerancia a la glucosa (OGTT) (75 g de glucosa para un adulto

0 1.75 g/kg para un nifio) la concentracion de glucosa en plasma es > a 200 mg/dL a

las 2 h y > a 200 mg/dL en cualquier tiempo anterior (0.5, 1, 1.5 h)®.

Individuos con valores de la concentracion de glucosa entre los normales y los
considerados en el diagndstico de DM en la FPG o en la OGTT se les considera que tienen una
disminucion de la tolerancia a la glucosa. Estos individuos no dan un diagndstico a DM por
una gran cantidad de implicaciones sociales, psicolégicas y econémicas™.

Las categorias de los valores para una FPG son:

» Normal: Si la concentracion de glucosa es <100 mg/dL.

» Intolerancia a la glucosa: Si la concentracion de glucosa es de 100-125 mg/dL.

» Un provisional diagnostico de DM, el cual debe ser confirmado: Si la concentracion de
glucosa es >126 mg/dL*.

Las categorias de los valores para una OGTT son:

» Normal: Si la concentracion de glucosa es <140 mg/dL, después de 2 h de la carga de
glucosa.

> Intolerancia a la glucosa: Si la concentracién de glucosa es >140 mg/dL y <200mg/dL
después de 2 h de la carga de glucosa.

» Un provisional diagndstico de DM, el cual debe ser confirmado con una segunda
prueba: Si la concentracién de glucosa es >200 mg/dL*.

Muchos factores pueden disminuir la tolerancia a la glucosa o incrementar la glucosa

en sangre, estos deben ser excluidos antes de confirmar el diagnéstico de DM*.

FACULTAD DE QUIMICA 28



14
é GENERALIDADES

2.4.7 COMPLICACIONES

Las complicaciones de la DM son comunes y casi triplican el costo anual por el
tratamiento de la DM°®. Los pacientes con DM pueden presentar complicaciones agudas
(hipoglucemias por tratamiento con insulina o farmacos hipoglucemiantes, descompensacion

cetoacidotica) o cronicas asociadas con la hiperglucemia persistente (Tabla 2)’.

Tabla 2. Complicaciones de la DM’.

Complicaciones agudas
e Hipoglucemias (asociadas con el tratamiento con insulina o sulfonilureas)
e Coma diabético (cetoacidosis, coma hiperosmolar)

Complicaciones crénicas
Microvasculares (afectan arteriolas de pequefio calibre)
o Retinopatia
o Nefropatia
Macrovasculares (afectan grandes vasos y arterias de mediano calibre)
e Enfermedad cardiovascular
o Enfermedad cerebrovascular
e Enfermedad vascular periférica
Mixtas
e Neuropatia
e Pie diabético

2.4.7.1 AGUDAS

La complicacion mas frecuente en individuos diabéticos bajo tratamiento con insulina
es la hipoglucemia. Esta complicacion se caracteriza por niveles de glucosa sanguinea
menores que los normales. La administracion de insulina puede disminuir la concentracion de
glucosa en sangre, situacion que demanda recuperar los niveles de glucosa circulante; de lo
contrario la funcién cerebral se ve afectada permanentemente. La falta de alimentos o su
ingesta tardia, el consumo de una cantidad insuficiente, el consumo de alcohol sin alimentos o
el trabajo fisico pueden precipitar la hipoglucemia. Algunos sintomas de hipoglucemia son
confusion, cefalea, coordinacion deficiente, irritabilidad, temblor, ira, transpiracién e incluso

muerte. El tratamiento deseable de la hipoglucemia es la administracion de 15 g de
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carbohidratos para incrementar los niveles de glucosa en sangre, esta elevacion suele ocurrir

en cerca de 15 min®,

Los individuos con DM1 son vulnerables a la cetoacidosis diabética, cuyas
caracteristicas son la hiperglucemia y la cetonemia secundarias a una deficiencia de insulina o
una situacion de estrés. La causa mas frecuente de cetoacidosis diabética es la educacion
deficiente del paciente o la falta de cumplimiento de las instrucciones médicas. Los sintomas
de la cetoacidosis incluyen nausea y confusion. El tratamiento comprende la administracién de
electrolitos, liquidos e insulina porque la cetoacidosis que no se trata puede inducir coma o
muerte®,

Los adultos con DM2 tienden a experimentar un estado de hiperglucemia no cetésica
que se caracteriza por valores plasmaticos de glucosa mayores a 750 mg/dL sin cetonemia
importante. El estado hiperglucémico no cetésico puede precipitarse por ingesta excesiva de
azucares, deshidratacion, exposicion al calor, enfermedad concomitante o tratamiento
farmacoldgico. Es posible que ocurran anomalias de la funcion renal, hiperosmolaridad, falta
de cetosis y problemas del sistema nervioso central (SNC). Los sintomas de esta alteracion
comprenden deshidratacion, hipotension, disminucion de la capacidad mental, confusion,
convulsiones y coma. La terapéutica para el estado hiperglucémico no cetdsico incluye el
tratamiento con insulina y el reemplazo de electrolitos y liquidos®.

La hipertrigliceridemia grave puede ser una urgencia médica seria. Los triglicéridos
séricos exceden 22.6 mmol/L y pueden acompafiarse de sintomas neuroldgicos, lesiones en
piel o sintomas abdominales secundarios a pancreatitis. La terapéutica comprende la
administracion de liquidos por via intravenosa (i. v.) o una dieta con liquidos claros para

disminuir los triglicéridos séricos e insulina para controlar la hiperglucemia®.
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2.4.7.2 ACORTO PLAZO

La hiperglucemia sostenida altera el metabolismo de la glucosa en casi todos los
tejidos. Las células que no dependen de insulina muestran especial vulnerabilidad porque
acumulan alcoholes de azucares (polioles) y las proteinas se glucosilan. La hiperglucemia
ocasiona concentraciones altas de glucosa intracelular, lo que conduce a la formacién rapida
de polioles que se acumulan con rapidez pero se degradan con lentitud, causando distension y
toxicidad celular. Por ejemplo, la visidon borrosa se debe a la distension del cristalino. La
acumulacion de polioles puede alterar la funcion de los nervios periféricos™.

El exceso de glucosa modifica la produccién de glucoproteinas, moléculas protéicas
que contienen azlcares como cadenas laterales. La hemoglobina, la albumina sérica y muchas
otras proteinas se glucosilan. En la DM la glucosilacion se relaciona con la magnitud y la
duracién de la hiperglucemia. El grado de glucosilacién de las hormonas, las lipoproteinas, las
membranas plasmaticas celulares y otras proteinas en la DM aln no se determinan. Esto quiza
contribuye al engrosamiento de las membranas basales, a la permeabilidad vascular, a los
defectos de la microcirculacion y a las anomalias funcionales de eritrocitos, leucocitos y
plaquetas™.

La hiperglucemia altera la formacion ordenada de glucoproteinas en el higado y otros
tejidos, lo que conduce a glomeruloesclerosis diabética. Muchas de las complicaciones a corto
plazo pueden evitarse si se mantienen concentraciones satisfactorias de glucosa en plasmay en

algunos casos las alteraciones pueden revertirse con un buen control de la glucemia®®.
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2.4.7.3 A LARGO PLAZO

Factores metabolicos, genéticos y de otra indole afectan las principales complicaciones
de la DM: retinopatia, neuropatia y nefropatia diabéticas. Las complicaciones a largo plazo no
pueden prevenirse, pero un buen control de la DM aten(ia los riesgos™.
2.4.7.3.1 ATEROSCLEROSIS

La aterosclerosis es la complicacion mas comdn de la DM. Los hombres diabéticos
tienen 2 0 3 veces mayor riesgo de enfermedad cardiaca, accidente vascular cerebral y
enfermedad vascular periférica, en tanto que las mujeres diabéticas tienen un riesgo 3 a 4
veces mayor que los individuos semejantes sin DM. La disminucién del riesgo de enfermedad
vascular requiere de un mejoramiento del control de la glucemia, evitar el consumo de tabaco,
mantener niveles normales de presion arterial y niveles séricos deseables de proteinas. La
hipertension es el principal factor de riesgo para enfermedad cardiaca coronaria en la DML1.
Los individuos con DM, en especial las mujeres, padecen hipertension con mayor frecuencia
que la poblacién en general®.
2.4.7.3.2 RETINOPATIA

La retinopatia es causada por el deterioro de los vasos sanguineos que irrigan a los
ojos. La retina es una capa de nervios en el fondo del ojo cuya funcién es percibir la luz y
ayudar a enviar las imagenes al cerebro. El dafio de los vasos sanguineos de la retina puede
tener como resultado que estos sufran de una fuga de fluido o sangre y que se formen
conductos fragiles e irregulares y tejidos fibrosos (Figura 10). Esto puede tornar borrosas o
distorsionar las imagenes que la retina envia al cerebro. Los riesgos de desarrollar retinopatia
diabética aumentan mientras méas tiempo padecen DM los pacientes. En muchos casos el

tratamiento no es necesario, pero se requiere de someterse a examenes de la vista periddicos.
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En otros casos, se recomendard un tratamiento para detener el avance de las lesiones

ocasionadas y, de ser posible, para mejorar la calidad de la vista®.

Retinopatia

Macula Papila Hemorragia Aneurismas
optica
Figura 10. Diferencia entre un 0jo sano y uno con retinopatia. El deterioro de los vasos sanguineos de la retina
puede causar la salida de sangre y en etapas mas avanzadas de la enfermedad pueden aparecer vasos anormales®’.

2.4.7.3.3 NEUROPATIA

La neuropatia diabética puede ser consecuencia de una alteracion metabolica en las
neuronas o de un proceso autoinmune. Esta afecta del 60 al 70% de las personas diabéticas. La
nefropatia diabética periférica ocurre en 25% de las personas con DM. Se caracteriza por dolor
en las extremidades inferiores que puede ser moderado o severo e implacable, ademas,
disminuye la velocidad de conduccion nerviosa. La disminucion de la sensacion asociada con
la nefropatia periférica contribuye a la progresion de lesiones e infecciones en los pies que
pueden pasar desapercibidos por el paciente hasta que se vuelvan severas®.
2.4.7.3.4 NEFROPATIA

El engrosamiento de las membranas de los capilares glomerulares es la caracteristica
de la nefropatia diabética. Este proceso impide el flujo sanguineo y disminuye la superficie de

filtracion de los glomeérulos. La hiperglucemia causa hipertension intraglomerular e
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hiperfiltracion renal. Si no se inicia una terapia adecuada, ocurre proteinuria y el paciente

usualmente progresa a sindrome nefrético™.
24.8 TRATAMIENTO

Existen 3 pilares fundamentales en el tratamiento de la DM: la dieta, el ejercicio y el
uso de farmacos (insulina y agentes hipoglucemiantes orales). Cada uno de estos componentes
interacciona con los otros al grado de que no se puede modificar uno sin el conocimiento de
los otros dos™®.
2.48.1 DIETA

La dieta juega un papel crucial en la terapia de todos los individuos con DM.
Desafortunadamente, la aceptacién y apego a la dieta es poco comun. La dieta esta disefiada
para ayudar a los pacientes a alcanzar las condiciones metabodlicas y fisioldgicas apropiadas
(glucosa, lipidos, presion sanguinea, proteinuria, peso, etc.), selecciona alimentos saludables
tomando en cuenta las preferencias personales y culturales. Ademas, se incorporan diferentes
tipos y niveles de actividad fisica para alcanzar un estatus saludable®.
2.4.8.2 EJERCICIO

El ejercicio es excelente para controlar el peso, incrementar el bienestar fisico y
psicoldgico, adquirir mayor capacidad para trabajar, mejorar la composicion corporal, etc. Los
diabéticos obtienen beneficios adicionales que incluyen mejoria a la tolerancia a la glucosa,
elevacion de la sensibilidad a la insulina, disminucion de los factores de riesgo de
aterosclerosis, descenso de la presion arterial y mejoria de la condicion cardiovascular. En
tanto que el ejercicio tiene beneficios indudables, el ejercicio vigoroso también presenta

algunos riesgos, como incremento de la hiperglucemia con control deficiente, hipoglucemia o
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cetonemia, 0o muerte inesperada durante el ejercicio. Por tanto la seguridad durante la

ejercitacion es de importancia primordial en los diabéticos™.
2.4.8.3 HIPOGLUCEMIANTES ORALES

Aunque la insulina tiene la desventaja de tener que ser inyectada, es sin lugar a dudas
el tratamiento mas efectivo para la DM. Algunas formas no tan severas de DM que no
responden al manejo de la dieta, a la pérdida de peso o al ejercicio pueden ser tratadas con
agentes hipoglucemiantes orales. La terapia con agentes hipoglucemiantes orales se basa en la
restauracion de los niveles de glucosa sanguinea y ausencia de glucosuria. Como estos
farmacos no tienen que ser inyectados son mejor aceptados para tratar la DM2°.
2.4.8.3.1 BIGUANIDAS

La metformina es un ejemplo de este tipo de farmacos. Las biguanidas reducen la
glucemia. Sus mecanismos son complejos y poco conocidos. Aumentan la utilizacion y
captacion de glucosa por el masculo esquelético (reduciendo, por tanto, la insulinorresistencia)
y disminuyen la sintesis hepatica de glucosa (gluconeogénesis). La metformina, ademas de
disminuir la glucemia, también disminuye las lipoproteinas de baja densidad y muy baja
densidad. Los efectos adversos més frecuentes son trastornos digestivos dependientes de la
dosis (anorexia, diarrea, nauseas). La metformina se utiliza para tratar la DM2, no estimula el
apetito y resulta, por tanto, Gtil en la mayoria de los pacientes que son obesos y no responden
al tratamiento exclusivamente dietético. No produce hipoglucemia y puede combinarse con
sulfonilureas, glitazonas o insulina®’.
2.4.8.3.2 SULFONILUREAS

Las sulfonilureas se desarrollaron tras la observacion casual de que un derivado de la

sulfamida (utilizada contra la fiebre tifoidea) provocaba hipoglucemia. Existen numerosas
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sulfonilureas. Las primeras de uso clinico fueron tolbutamida y clorpropamida. Clorpropamida

presenta una duracion de accion prolongada y se excreta en gran proporcién con la orina. Por
ello, puede provocar hipoglucemias graves, sobre todo en ancianos en quienes la funcion renal
se ve disminuida. Tolbutamida, sin embargo, sigue siendo til. Las denominadas sulfonilureas
de segunda generacion (glibenclamida, glipicida, etc.) son méas potentes, pero su efecto
hipoglucemiante méximo no es mayor y el fracaso del control de la glucemia es tan frecuente
como con tolbutamida. Las sulfonilureas ejercen su accion principal sobre las células 8, donde
estimulan la secrecién de insulina y reducen, por tanto, la glucosa plasmatica. Existen
receptores de alta afinidad por las sulfonilureas en los canales de Karp de la membrana
plasmética de las células By la union a ellos de diversas sulfonilureas estimula con una
potencia similar la liberacion de insulina. Su duracién de accién es variable. Todas se unen
intensamente a la albumina plasméatica y presentan interacciones con otros farmacos
(salicilatos y sulfamidas). Las sulfonilureas suelen ser bien toleradas. El acontecimiento
adverso mas frecuente suele ser la hipoglucemia, que puede ser intensa y prolongada. Las
sulfonilureas requieren células p funcionales, por lo que son Utiles en las fases iniciales de la
DM2. Pueden combinarse con metformina o tiazolidinedionas®’.
2.4.8.3.3 TIAZOLIDINEDIONAS

Las tiazolidinedionas (o glitazonas) se desarrollaron tras observar casualmente que un
analogo de clofibrato, ciglitazona, que estaba siendo usada por sus efectos sobre los lipidos,
reducia inesperadamente la glucemia. Ciglitazona provocaba toxicidad hepatica, al igual que
troglitazona, pero las tiazolidinedionas comercializadas en la actualidad (rosiglitazona y

pioglitazona) reducen la glucemia sin originar, aparentemente, una hepatotoxicidad
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significativa. El efecto de las tiazolidinedionas sobre la glucemia es de comienzo lento y su

efecto maximo no se consigue hasta después de 1 a 2 meses de tratamiento. Reducen la
sintesis hepatica de glucosa y aumentan la captacion de glucosa por el musculo, favoreciendo
asi la eficacia de la insulina endogena y disminuyendo la cantidad de insulina exdgena
necesaria para mantener un nivel de glucemia adecuado. Las tiazolidinedionas se unen a un
receptor nuclear denominado receptor activado por el proliferador de peroxisomas y (FPAR,),
que forma un complejo con el receptor X de retinoides. El FPAR, esta presente sobre todo en
el tejido adiposo, aunque también aparece en musculo e higado; incrementa la lipogenia y
estimula la captacion de &cidos grasos y glucosa. Tanto rosiglitazona como pioglitazona se
absorben con rapidez y casi por completo y alcanzan la concentracion plasmatica maxima en
menos de 2 h. La hepatotoxicidad grave de ciglitazona y troglitazona no se observé durante los
ensayos clinicos con rosiglitazona o pioglitazona, aunque desde su introduccion se han
descrito casos de disfuncion hepética de citologia incierta. Los efectos adversos mas
importantes de rosiglitazona y pioglitazona son el aumento de peso y la retencién de
liquidos®.
2.4.8.3.4 MEGLITINIDAS

Recientemente, se han desarrollado varios farmacos que carecen de grupo sulfonilurea,
pero estimulan la secrecion de insulina. Entre ellos figuran repaglinida y nateglinida. Actdan
al igual que las sulfonilureas, bloqueando el receptor de sulfonilureas de los canales de Karp
de la membrana de las células B pancreaticas. Nateglinida, que deriva estructuralmente de la
D-fenilalanina desplaza a la glibenclamida de sus lugares especificos de unién. Es mucho

menos potente que la mayoria de las sulfonilureas, con excepcion de la tolbutamida.
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Repaglinida Estos farmacos se administran inmediatamente antes de las comidas para reducir

el aumento posprandial de la glucemia en los diabéticos tipo 2 insuficientemente controlados
con dieta y ejercicio. Una de las posibles ventajas es que podrian causar un menor aumento de
peso que las sulfonilureas convencionales. Méas adelante, al progresar la enfermedad, pueden
combinarse con otros farmacos orales, como metformina o tiazolidinedionas*’.
2.4.8.3.5 INHIBIDORES DE LA a-GLUCOSIDASA

Los inhibidores de la a-glucosidasa disminuyen la hiperglucemia posprandial. La a-
glucosidasa es un conjunto de enzimas que se encuentran en las células epiteliales intestinales
que incluyen glucoamilasas, sucrasas, maltasas y dextranasas. La prolongacion de la absorcién
intestinal de carbohidratos resulta en una leve respuesta insulinica, que mantiene la
hiperglucemia posprandial bajo control. Este tipo de farmacos debe ser consumido antes de los
alimentos; tedricamente, son mas benéficos en pacientes con niveles moderados de DM y no
son aprobados para el uso de DM1. La acarbosa es un oligosacarido que tiene una alta afinidad
por la a- glucosidasa, con una absorcion muy lenta y se le ha relacionado con raros casos de
hepatotoxicidad. EI miglitol es otro tipo de inhibidor de la a- glucosidasa que parece inhibir a
las sucrasas y maltasas en un mayor grado que la acarbosa. Los efectos secundarios mas
comunes por la administracién de este tipo de farmacos son alteraciones gastrointestinales, los
cuales pueden ser minimizados al comenzar a tratar al paciente con bajas dosis®.
2.4.8.4 INSULINA

La insulina se presenta como una inyeccién para aplicarse en forma subcutanea (s.
¢.)®. La insulina se mide en unidades (24 unidades = 1 mg). A la insulina se le llama U100

porque hay 100 unidades de insulina por cada mililitro de solucién®’.

FACULTAD DE QUIMICA 38



14
é GENERALIDADES

La insulina que se usa puede ser de vacuno, cerdo, vacuno y cerdo combinado, 0

humano. La insulina humana se elabora usando técnicas de ingenieria genética a partir de la
bacteria E. coli (Humulin) o de una levadura (Novolin). El 60% de la insulina que se usa es de
origen humano®’.

Las diferentes clases de insulina son: regular, semilenta, NPH, lenta, ultralenta y
Lispro. Las distintas insulinas tienen diferentes caracteristicas, que son: el tiempo que tarda
desde la inyeccion hasta que comienza el efecto, el momento de accion maxima y cuanto
tiempo dura el efecto (Tabla 3). Muchos factores como el tipo de insulina, el sitio de inyeccion
y ejercicio afectan el tiempo de inicio de accidn, accion maxima y duracion de efecto de la
insulina®’.

Tabla 3. Actividad de las distintas insulinas®’.

Tipo Inicio de la accién Actividad maxima Duracion
Regular 15-30 min 2-3h 4-6 h
NPH 1-2h 6-10h 18-24 h
Lenta 1-2h 6-10 h 18-24 h
Ultralenta 2-3h 12-18 h 24-36 h
Lispro Pocos minutos 30 min 1h
70/30 15-30 min 2-3h y 8-12 h 18-24 h

La cantidad de insulina que se requiere depende del régimen alimenticio, del ejercicio
fisico que se haga y de otro tipo de medicamentos que se tomen, y puede cambiar con el
tiempo™.

Las pautas de dosificacion mas importantes son:

» Dos dosis (una antes del desayuno y otra por la tarde), de una mezcla de insulina

intermedia e insulina rapida®®,
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» Una dosis diaria de insulina de accion prolongada (por la mafana o por la noche,

sustituida a veces por una dosis de insulina intermedia al acostarse) y tres inyecciones

de insulina rapida al dia antes de las principales comidas®®.

El principal efecto adverso de la insulina es la hipoglucemia. Es frecuente, y cuando es
intensa puede provocar un dafio cerebral. El tratamiento de la hipoglucemia consiste en ingerir
una bebida azucarada o algin alimento, o si el paciente se encuentra en estado inconsciente, en
la administracion de glucosa por via i. v. o glucagon por via intramuscular (i. m.)*".

2.5 MODELOS ANIMALES DE DIABETES
2.5.1 MODELOS ANIMALES DE HIPERGLUCEMIA

Uno de las principales vias de estudio de los efectos de la hiperglucemia en animales es
remover el pancreas, parcial o totalmente. La especie de animal utilizada es determinada por
varios factores; en general, se prefieren animales pequefios, y que sean manejables para el
experimento. Por lo tanto, ratas y ratones pancreatectomizados son los mas comunmente
usados. Sin embargo, una critica del uso de roedores es que no pueden reflejar la situacion
humana y ocasionalmente se busca utilizar animales de mayor tamafio como gatos, perros,
cerdos y primates”®.

También, existen métodos no quirdrgicos para inducir hiperglucemia por dafio al
pancreas. Estos incluyen la administracion de toxinas como la estreptozotocina (Stz) y la
aloxana. El dafio pancredtico ya sea de manera quirdrgica o utilizando toxinas son
herramientas valiosas para estudiar las complicaciones desarrolladas por la DM*®,
2.5.1.1 DIABETES MELLITUS ESPONTANEA

La DM entre los animales es relativamente comun. EI primer caso fue descrito en 1851

en un primate. Esta enfermedad se presenta en una gran variedad de especies, entre las que se
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encuentran: perros, gatos, caballos, cerdos, ovejas y en algunas especies silvestres como el

conejo, el huron, los monos y las tortugas. En la mayoria de los roedores la DM es de origen
genético y se acompafa de obesidad, a excepcion de la enfermedad que se presenta en el
hamster chino, en el que no se observa esta condicion. En algunas especies, el responsable de
la ocurrencia del sindrome pude ser un gen autosomico dominante o recesivo, aunque la
interaccion de varios componentes hereditarios parece ser indispensable para que la
hiperglucemia se presente en ciertos grupos de animales. En general, los sindromes
hiperglucémicos en roedores pueden ser subdivididos en 3 grupos. En el primero, la obesidad
es la caracteristica predominante y la hiperglucemia severa no se presenta. En el segundo, la
obesidad y la hiperglucemia se encuentran frecuentemente asociadas, sin embargo, no se
observa deficiencia de insulina, a pesar de la pérdida de peso y la cetoacidosis. El tercer grupo
comprende a los animales en los que la DM se presenta con una evidente deficiencia de
insulina, aunque no padecen cetoacidosis®.

Algunos virus producen dafio pancreatico y, como consecuencia, sindromes diabéticos
en los animales. Estos incluyen al coxsackie B, enfermedad de pie y boca, encefalitis equina
venezolana y todos los picornavirus. El sindrome inducido por estos virus es moderado y
transitorio, debido a que sélo una porcién de los islotes de Langerhans est4 afectada®.

Los datos de mamiferos superiores son escasos, solo perros, gatos y algunos primates
han sido estudiados a detalle. De esta manera, los roedores de laboratorio, por la gran cantidad
han proporcionado una mayor cantidad de informacion. No obstante, la mayoria de los
sindromes de DM espontanea observados en los animales se caracteriza por hiperglucemia y

por lo menos hiperinsulinemia transitoria*®.
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2.5.1.2 DIABETES MELLITUS INDUCIDA

La induccién de la DM se ha logrado por medio de diversas técnicas experimentales.
En 1889, von Mering y Minkowski produjeron DM experimental en perros mediante la
remocion quirurgica del pancreas. El uso de agentes quimicos para producir DM permite
realizar estudios detallados de los eventos bioquimicos y morfoldgicos que ocurren durante y
después de la induccion de un estado diabético. Existen varios tipos de agentes quimicos. Los
primeros son sustancias con citotoxicidad especifica que destruyen las células 3 del pancreas y
causan un estado de deficiencia primaria de insulina. EI segundo grupo lo constituyen agentes
que actuan sobre las células B pero no las destruyen. Un tercer grupo incrementa los
requerimientos enddgenos de insulina, debilitan al pancreas y como consecuencia se produce
DM. Este ultimo grupo incluye a las hormonas antagonistas de la insulina, anticuerpos anti-
insulina y algunos agentes quelantes, en particular del zinc. Los agentes més utilizados son la
aloxanay la Stz *°.
2.6 ESTREPTOZOTOCINA
2.6.1 HISTORIA

La Stz fue originalmente identificada en los afios 50 como un antibiotico. Este farmaco
se descubrio en una bacteria del suelo (Streptomyces achromogenes) por cientificos de la
compaiiia farmacéutica Upjohn (ahora parte de Pfizer) en Kalamazoo, Michigan. La muestra
de suelo que tenia la bacteria fue tomada de Los Réapidos Azules, Kansas, por lo que se puede
considerar éste como el lugar de nacimiento de la Stz. A mediados de los afios 60, se encontrd
una selectividad tdxica a las células  de los islotes pancreaticos, las células que normalmente

regulan los niveles de glucosa sanguinea por la produccion de la hormona insulina. Esto
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sugirio el uso del farmaco como un modelo animal para DM1 y como un tratamiento médico

para los canceres de las células . En los afios 60 y 70 el Instituto Nacional de Cancer (NCI)
investigo el uso de la Stz en el cncer. En noviembre de 1976 se aprobd el uso de la Stz como
tratamiento para el cancer de las células de los islotes pancreaticos™.
2.6.2 PROPIEDADES

La Stz es una mezcla de estereoisomeros oy . Se encuentra como cristales, polvo o
plaquetas de color amarillo palido o grisaceo. Es muy soluble en agua, cetonas y alcoholes,
poco soluble en disolventes organicos polares e insoluble en disolventes organicos no polares.
El compuesto puro es sensible a la humedad y a la luz. La Stz se descompone a diazometano
en soluciones alcalinas a 0°C. Cuando se calienta hasta la descomposicién, emite gases t6xicos
de 6xido de nitrégeno®.
2.6.3 FARMACOLOGIA

La Stz es un antibiotico antitumoral que consiste de un grupo nitrosourea interpuesto
entre un grupo metilo y una glucosamina (Figura 11). Se indica en el tratamiento de carcinoma
metastatico de células del islote del pancreas. La Stz inhibe la sintesis de ADN en células
bacterianas y de mamiferos'®.
2.6.4 MECANISMO DE ACCION

La Stz es transportada al interior de la célula por los transportadores de glucosa GLUT-
2, siendo estos los Unicos transportadores que la reconocen; esto explica la relativa toxicidad a
las células Bya que éstas poseen un nivel relativamente alto de GLUT-2°°. Aunque su
mecanismo de accion no esta totalmente claro, se sabe que la Stz inhibe la sintesis de ADN,

interfiere con las reacciones bioquimicas del nicotinamida-adenin-dinucleétido (NAD") y la
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forma reducida del NAD® (NADH) e inhibe algunas enzimas que participan en la

gluconeogénesis. Su actividad al parecer ocurre como resultado de la formacion de iones
metilcarbonio, los cuales se alquilan o unen con muchas estructuras moleculares
intracelulares, incluyendo acidos nucléicos. Su actividad citotdxica es probablemente debida al
cruzamiento-union de los filamentos de ADN, resultando en la inhibicion de la sintesis de
ADN*,
2.6.5 USOS

La Stz estd aprobada por la Administracion de Alimentos y Farmacos (FDA) para
tratar cAncer metastatico de las células de los islotes pancreaticos®®. Es también efectiva en el
tratamiento de tumores carcinoides malignos, también se ha investigado su uso para tratar la
DM, aunque ésta tiene una accion toxica especifica sobre las células B pancreaticas. La Stz
también ha sido investigada como un potencial agente antibacteriano, pero nunca ha sido
comercializada para este propésito®.
2.6.6 CARCINOGENICIDAD

Cuando se administra una inyeccion de Stz por via intraperitoneal (i. p.) se induce un
incremento en la incidencia de tumores en rifiones y pulmones en ratones de ambos sexos, en
ratones hembra se producen tumores uterinos, se incrementa la incidencia de tumores en
rifiones y en células de los islotes pancreéaticos en ratas de ambos sexos, tumores en higado en
ratas hembra y sarcomas peritoneales en ratas macho, se inducen colangiomas y hepatomas en
hamsters. Cuando se administra una inyeccion intravenosa, la Stz induce adenomas en rifiones,

adenocarcinomas y sarcomas en ratas de ambos sexos, induce hepatomas en hamsters®.
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No se han reportado estudios adecuados de la relacion entre la exposicion a la Stz y el

cancer humano®.
2.6.7 PRODUCCION
La Stz se deriva del microorganismo del suelo Streptomyces achromogenes,

actualmente también se sintetiza*.

Figura 11. Estructura quimica de la estreptozotocina (1-metil-1-nitroso-3-[2,4,5-trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-
3-il]-urea)®®.

Como mencionamos a lo largo de este trabajo, existe la posibilidad de recurrir a
tratamientos alternativos para “curar” y/o “controlar” la DM, como es el uso del TiL.
2.7 TAMARINDO
2.7.1 GENERALIDADES
Nombre cientifico: Tamarindus indica Linn
Familia: Leguminosae
Subfamilia: Caesalpinioideae
Nombres en México: Tamarindo, palxuchuc
2.7.2 HISTORIA
Los Arabes fueron los primeros en tener conocimiento de las propiedades del fruto de
esta especie, que fue conocido en Europa como “tamarindo de la India”. Los comerciantes lo

introdujeron en Asia. EI nombre deriva del arabe “tamare”=datil e “hindi’=indio, que significa
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datil de la India, siendo este nombre el que le dio origen a su nombre botanico: Tamarindus

indica. El fruto fue conocido desde la Edad Media en Europa y fue descrito en 1298 por
Marco Polo y en 1565 por Garcia de O'rta quien lo describe como un recurso muy valioso™.
2.7.3 DESCRIPCION

Es un arbol de tamafio mediano a grande, inerme, perennifolio bajo Optimas
condiciones o subcaducifolio, de 10 a 25 m (hasta 30 m) de altura, con un diametro a la altura
del pecho de 1 m o mé&s. La copa es redondeada, grande, extendida y abierta, con una
cobertura de 6 a 10 m. El follaje es denso o ralo, plumoso en apariencia y ofrece una sombra
atractiva. El tronco es corto, derecho y grueso. Las ramas son ampliamente extendidas, con las
ramillas en forma de zigzag. La corteza externa tiene tonalidades que van desde grises hasta
pardo oscuro (tostado o café). Las flores se presentan en racimos cortos y laxos, axilares o
terminales de 5 a 10 cm de largo por 2.2 cm de diametro con 8 a 14 flores, son vistosas (los
botones son de color rojo o rosa). La vaina del fruto es oblongada o lineal, algo comprimida
lateralmente y comunmente curvada, con una capa externa (epicarpio) pardo delgada, seca y
escamosa (se quiebra irregularmente al secarse), una capa mediana (mesocarpio) pulposa
combinada con fibras y una capa coridcea interna (endocarpio) septada entre las semillas; mide
1.7 a 15 cm de largo por 2 a 3.5 cm de ancho y 1.5 cm de espesor, contenido 1 a 12 semillas.
Los frutos persisten en el arbol por varios meses (Figura 12). Las semillas son ovaladas,
comprimidas lateralmente, lisas, de 1 cm de largo y unidas entre si. Carecen de endospermo
como reserva nutritiva, presentan un par de cotiledones gruesos y la radicula es pequefia y

rectal,
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2.7.4 DISTRIBUCION

Tiene una amplia distribucién en las zonas tropicales y subtropicales del pais®***°!.

2.7.5 ORIGEN

Originario de la sabanas secas del Africa tropical, cultivado en América, también en
Asia y en otros paises tropicales donde con frecuencia se ha asilvestrado. Se ha cultivado y a
menudo naturalizado a lo largo de las Antillas y desde México hasta Brasil. Se ha plantado en
el sur de Florida, los Cayos, Bermudas, Cuba y Puerto Rico®"#%*%,
2.7.6 HABITAT

Se encuentra en lugares con clima calido semiseco, aunque puede prosperar también en
climas célido himedos. Crece a orillas de caminos y es comun alrededor de las casas. Prospera
bien en terrenos profundos con buen drenaje, textura de migajon-arcilloarenoso y un pH de 6.5
a 7.5, puede sin embargo, vegetar en suelos ligeramente &cidos, relativamente pobres o crecer
en terrenos calcareos siempre y cuando se le de una buena fertilizacion y se cuente con agua
para riegos en periodos secos®#2°%,
2.7.7USOS

En sus areas de distribucion natural o artificial, la madera se tiene en gran estima. Se ha
descrito la madera del tamarindo como fuente de un carbén excelente®’. Las semillas
pulverizadas y mezcladas con goma arabiga resultan un excelente pegamento. Las semillas
contienen almiddén (63%), proteina (16%) y aceite semisecante (5.5%). De las hojas se ha
obtenido un tinte amarillo. Su principal producto es el fruto, cuya pulpa carnosa y acida es
apreciada para preparar agua fresca. En plan industrial se elaboran pastas para concentrados

que se utilizan en la preparacion de bebidas refrescantes, dulces y helados. La pulpa constituye

el 40% de la vaina y es fuente de vitamina C y B. Su acidez obedece a la presencia de acido
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tartarico, acético y ascorbico. La pulpa es una fuente rica de vitaminas e importantes minerales

y contiene mas calcio que otros frutos. Las hojas jovenes, las vainas inmaduras y las flores,
sirven como verdura en ensaladas sin la necesidad de vinagre ya que son acidas. Las semillas
se utilizan como alimento, tostandolas, remojandolas y cociéndolas para quitarles la cascara.
El fruto tierno hervido se utiliza como condimento para el arroz, pescado y carnes®’.

Es una sustancia oficial de la Farmacopea de los Estados Unidos y otros paises. La
pulpa del fruto se utiliza como antipirético, antiescorbltico, para controlar el acido urico y
colesterol; las ramas jovenes se utilizan para disenteria e infecciones bucales en nifios recién
nacidos; la corteza (cocida) se utiliza para asma y amenorrea; las hojas y semillas (cocidas) se
utilizan como vermifugo y estomaquico; la raiz (cocida) sirve para enfermedades del higado
(desérdenes biliosos), ictericia y hemorragias; la semilla (cocida) se utiliza para mal de orin;
las vainas se usan como astringente y aperitivo; la planta sirve como laxante, “antidiabético”,
diuréticao, para intoxicacion alcohodlica, inflamaciones, fiebre y como antiséptico. En

Mauritania la pulpa mezclada con sal se usa como linimento para reumatismo®".
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3.0 JUSTIFICACION

La DM es una enfermedad cronica caracterizada por una elevada concentracion de
glucosa en sangre resultado de una insuficiencia de insulina, resistencia a la insulina, 0 ambas,
seguida de anormalidades metabdlicas en carbohidratos, lipidos y proteinas. ES un serio
problema de salud con una alta incidencia y mortalidad®. De acuerdo con la OMS afecta a
mas de 176 millones de personas en el mundo, en México la OMS estima que el numero de
pacientes diabéticos se increment6é a mas de 2 millones en 2002 y se incrementara a mas de 6
millones en 2030. De acuerdo a los servicios de salud en México, en el 2001 la DM fue la
primera causa de mortalidad en la poblacién mexicana®.

El tratamiento de la DM se basa en cuatro factores fundamentales: educacion del
paciente concerniente a la enfermedad, ejercicio fisico, dieta y agentes hipoglucémicos.
Aunque, los farmacos empleados se han utilizado extensamente por sus efectos para el control
de hiperglicemia, estos agentes no han sido capaces de establecer un control adecuado de la
DM, siendo incapaces de suprimir las complicaciones cronicas y agudas asociadas. En
adicién, se han encontrado efectos adversos especificos para cada uno de estos farmacos,
ademas, de problemas con su administracion y dosificacion. Esto, en combinacion con la falta
de recursos econdémicos convenientes ha forzado a la mayor parte de la poblacion de México a
utilizar recursos provenientes de la Medicina tradicional. De acuerdo con la OMS més del
70% de la poblacion mundial utiliza la Medicina tradicional para satisfacer sus principales
necesidades de salud®.

En el sistema tradicional de Medicina de la India los remedios herbales eran prescritos
para el tratamiento de diversas enfermedades como la DM. En afios recientes, ha resurgido el

interés en el uso de plantas medicinales para el tratamiento de diferentes enfermedades ya que
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generalmente no se reportan efectos toxicos en las investigaciones realizadas en modelos

animales, aunque, en humanos no se ha investigado la existencia de posibles efectos toxicos™®.
Un gran numero de plantas medicinales utilizadas para tratar la DM han sido reportadas, sin
embargo, aunque estas plantas pueden representar alternativas para desarrollar nuevos agentes
hipoglucémicos orales, la informacion etnobotanica acerca de ellas es escasa, oscura y
ambigua. Existe informacion relevante acerca de la utilidad y estudios de plantas
“antidiabéticas” mexicanas, sin embargo, el analisis y discusion de los resultados obtenidos es
casi siempre confuso, escaso y complicado. No existen publicaciones convenientes que
compilen la informacion etnobotanica y farmacoldgica que permitan iniciar y continuar con
los estudios experimentales y clinicos de las plantas “antidiabéticas” mexicanas®.

Por tal razén, la TiL ha sido utilizada en la Medicina tradicional mexicana para el
tratamiento de la DM. El propésito de este trabajo es evaluar la toxicidad y la actividad
“antidiabética” de un extracto de TiL y comparar los resultados con los obtenidos con insulina
para conocer su efectividad, esperando que los resultados desemboquen en la obtencion de un
producto alternativo para el tratamiento de la DM. Ademas, este trabajo representa una base
cientifica para posteriores estudios de las plantas utilizadas en la medicina tradicional en

nuestro pais, y en particular de la DM.
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4.0 HIPOTESIS

Se sabe que el EAT de TiL, produce una disminucion importante en la concentracion
de glucosa en ratones diabéticos (rd) (Zamora-Hernandez Sandra, 2005 y Maiti R., 2004);
entonces:
1. La FPEAT de TiL presentara una disminucién de la concentracion de glucosa similar a la
producida por el EAT de TiL.

Se conoce que la insulina sintética es el prototipo de antidiabético para tratar DM a
pesar de producir reacciones adversas severas; entonces esperamos que:
2. La FPEAT como “farmaco alternativo” de origen natural produzca un efecto “antidiabético”

y que sea similar al obtenido con la insulina, pero sin producir reacciones adversas severas.
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5.0 OBJETIVOS

5.1 GENERAL

1. Evaluar y comparar la actividad “antidiabética” de la FPEAT de TiL con insulina en
ratones.

5.2 PARTICULARES

1. Obtener una curva de la concentracion de glucosa en ratones integros por 24 horas y
determinar el horario en el cual se presenta la menor y la mayor concentracion de
glucosa.

2. Determinar y cuantificar las concentraciones letales 50 (CLsp) y la toxicidad para el
EAT y la FPEAT de TiL en Artemia Salina.

3. Determinar y cuantificar las dosis letales 50 (DLsp) y la toxicidad para el EAT y la
FPEAT de TiL “In vivo”, donde se estudiaran los efectos adversos para la
administracion de estos extractos.

4. Determinar y cuantificar las curvas de tolerancia a glucosa, insulina y EAT de TiL “In
Vivo”.

5. Determinar y cuantificar la concentracion de glucosa en ratones integros, controles y

diabéticos con la administracién de la FPEAT de TiL.
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6.0 METODOLOGIA

6.1 MATERIAL

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

>

Ratones machos cepa ICR (25 +/- 5 g). Provenientes del centro UNAM-Harlan
México, S.A. de C.V. Los animales tuvieron libre acceso al alimento y agua. Con un

ciclo diario de 12 h de luz y 12 h de oscuridad.

REACTIVOS

>

YV Vv YV VvV VY ¥V V VYV V¥V

Cloruro de sodio. Laboratorios Sigma.

Cloruro de magnesio hexahidratado. Laboratorios Merck.

Cloruro de calcio dihidratado. Laboratorios Merck.

Cloruro de potasio. Laboratorios J. T. Baker.

Sulfato de sodio. Laboratorios Merck.

Bicarbonato de sodio. Laboratorios Sigma-Aldrich.

Bromuro de potasio. Laboratorios Merck.

Citrato de sodio. Laboratorio Mallinckrof.

Estreptozotocina. Laboratorio Sigma-Aldrich.

Extractos de Tamarindus indica Linn (Extractos obtenidos por la Dra. Martha Albores
Velasco. UNAM, Facultad de Quimica, Edificio B, Division de Estudios de Posgrado,
Laboratorio 203).

Insulina humana regular de accidn répida. Laboratorio Elly-Lilly.

Tiras reactivas para glucosa. Marca: Accu-Check Sensor. Laboratorios Roche.
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MATERIAL DE VIDRIO

>

>

>

>

>

Pecera con division

Frascos viales. Marca: Pyrex
Pipeta Pasteur. Marca: Pyrex
Caja Petri. Marca: Pyrex

Probeta graduada de 500 mL. Marca: Pyrex

MATERIAL DIVERSO

>

YV VvV ¥V V VY

>

Lampara

Cajas de borosilicato con rejilla de acero inoxidable

Bebederos con punta de acero inoxidable

Jeringas de 1 mL

Sonda intragastrica de acero inoxidable para raton. Marca: Miltex
Espatula de acero inoxidable. Marca: Miltex

Hoja para bisturi. Marca: Miltex

EQUIPO

>

>

» Micropipetas: 0.5-10, 20-200 y 100-1000 pL. Marca: Transferpette.

>

Balanza granataria. Marca: Basculas Finas Casa Valle S. A.

Balanza analitica. Marca: Mettler Toledo AG204.

Glucometro. Marca: Accu-Check Sensor. Laboratorios Roche.
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6.2 METODOS

Este proyecto se realizd en 5 experimentos diferentes de acuerdo a los objetivos
planteados.

EXPERIMENTO 1: Obtencion de la curva de concentracion de glucosa en ratones
integros durante 24 h.

Se determiné la concentracion de glucosa cada 3 h durante un periodo de 24 h a 6
ratones integros. Las muestras de sangre se obtuvieron de la cola de los ratones, para esto se
sujeto la cola sobre una caja Petri y con ayuda de una hoja para bisturi se realizé un microcorte
en la punta de aproximadamente 1 mm (Fotografia 1) y posteriormente se ejercié una ligera
presion a lo largo de la cola para inducir la salida de sangre (en caso de que el animal no
sangrara inmediatamente); para obtener las siguientes muestras de sangre se procedio
solamente a retirar el coagulo de la cola e inducir la salida de sangre como se realiz6 en la
primera toma de muestra. La concentracion de glucosa se determiné utilizando un glucémetro
y tiras reactivas (Accu-Check Sensor), para esto se llena el pozo de color amarillo que tiene la
tira reactiva con la sangre y se espera de 15 a 30 s para obtener la concentracion de glucosa en
sangre en mg/dL (Fotografia 2).

EXPERIMENTO 2: Prueba de toxicidad en artemia salina (AS) al EAT y a la FPEAT de
TiL.

Para realizar esta prueba en primer lugar se obtuvieron las AS. Se prepararon 2 L de
medio salino artificial para AS (Composicién: cloruro de sodio-24 g/L, cloruro de magnesio
hexahidratado-11 g/L, cloruro de calcio dihidratado-1.5 g/L, cloruro de potasio-0.7 g/L,
sulfato de sodio-4 g/L, bicarbonato de sodio-0.2 g/L, bromuro de potasio-0.2g/L), se esterilizd

y se colocé dentro de una pecera forrada con papel aluminio; la pecera tiene una division para
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hacer una zona de luz (la cual permanece iluminada con una lampara) y una de oscuridad (la

cual se encuentra cubierta con papel aluminio), en la zona de oscuridad se colocan huevecillos
de AS los cuales se dejan incubar durante 48 h. Se utilizaron concentraciones de 10, 100 y
1000 ppm del EAT de TiL para realizar la prueba, con su respectivo control (agua destilada);
para cada concentracion y el control se realizaron tres determinaciones. Se colocaron 10 AS en
cada vial (total 30 AS por determinacién) con la respectiva concentracion del EAT o agua (en
el caso del control) y se dejaron incubar durante 24 h. Posteriormente, se procedi6 a contar el
numero de AS vivas y muertas para graficar los resultados y poder determinar la concentracion
letal 50*°.

Se procedi6 de la misma manera utilizando la FPEAT de TiL.
EXPERIMENTO 3: Curva dosis respuesta cuantal al EAT y a la FPEAT de TiL “In
Vivo”.

Se utilizaron las siguientes dosis del EAT de TiL: 31.25, 62.5, 125, 250 y 500 mg/kg.
Los ratones se pesaron (Fotografia 3), marcaron (Fotografia 4) y organizaron en 6 grupos (5
ratones por grupo/dosis) (Fotografia 5): tratados y control (agua destilada), con administracion
intragéstrica. Se realizaron observaciones de diarrea, sangrado y piloereccion y se evalud la
letalidad a las 1, 6, 12, 24, 48y 72 h.

Se procedi6 de la misma manera utilizando la FPEAT de TiL.
EXPERIMENTO 4: Curva de tolerancia a glucosa, insulinay EAT de TiL “In vivo”.

Se utilizaron 6 ratones para realizar cada una de las curvas, se pesaron, marcaron y se
les determiné la concentracion de glucosa inicial (de la manera indicada en el Experimento 1).
Para la curva de tolerancia a la glucosa se administr6 una dosis de 2000 mg/kg de glucosa por

via i. p. (Fotografia 6); para la curva de tolerancia a la insulina se administr6 una dosis de 30
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Ul de insulina por via s. ¢.* (Fotografia 7) y para la curva de tolerancia al EAT de TiL se

administro una dosis de 80 mg/kg por via intragastrica (Fotografia 8). Después de la
administracion se determino la concentracion de glucosa cada 15 minutos durante 90 minutos.
EXPERIMENTO 5: Determinacion y cuantificacion de la concentracion de glucosa en
ratones integros, controles y diabéticos con la administracion de la FPEAT de TiL.

1. Se pesaron y marcaron los ratones.

2. Se organizaron los ratones de la siguiente manera (6 ratones por grupo):

Grupo Tratamiento
1 integro
2 Insulina (0.04 mL por vias. c.)
3 FPEAT (80 mg/kg por via intragastrica)
4 FPEAT (2 administraciones)+Insulina [ 1 administracion (7:00 h)]
5 Vehiculo (\Vh): agua destilada (0.1 mL/10 g por via intragastrica)

3. Se cuantificd la concentracion de glucosa inicial a todos los ratones a las 7:00 h (de
la manera indicada en el Experimento 1).

3. Durante 5 dias se administré Stz via i. p. (40 mg/kg) a los ratones de los grupos 2 a 5
para inducir la DM*"*8. Diariamente se cuantificé la concentracién de glucosa a todos los
animales (de la manera indicada en el Experimento 1), el peso corporal, la cantidad de agua y
alimento consumido (Fotografia 9); ademas, se registraron cualitativamente los bolos fecales y
la posible presencia de retinopatia.

4. Se administro el tratamiento correspondiente (Fotografia 10) dos veces al dia (7:00 y
19:00 h) a cada grupo durante 26 dias. Cada tercer dia se cuantificé la concentracion de
glucosa a todos los animales y diariamente se cuantifico el peso corporal, la cantidad de
alimento y agua consumidos, se registraron cualitativamente los bolos fecales y la posible

presencia de retinopatia.
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6.3 TRATAMIENTO ESTADISTICO

Para analizar los datos se utilizaron las siguientes pruebas estadisticas:
» tde Student pareada: Para el analisis de los datos de cada grupo.
» tde Student: Para el analisis datos entre los grupos.
Los resultados se presentan como el promedio + DS. Los valores promedio se

consideraron significativamente diferentes si P<0.05*.

Fotografia 1. Obtencién de la muestra sanguinea de Fotografia 2. Cuantificacion de la concentracion de
la cola de los ratones. glucosa con el glucometro.

Fotografia 3. Pesado de los animales. Fotografia 4. Marcado de los animales.
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Fotografia 9. Control de alimento y agua Fotografia 10. FPEAT de TiL e insulina.
consumido por los animales.
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7.0 RESULTADOS

El trabajo realizado consta de 5 experimentos los cuales se presentan a continuacion.
EXPERIMENTO 1: Obtencion de la curva de concentracion de glucosa en ratones
integros durante 24h.

Para conocer el efecto hipoglucemiante de la FPEAT de TiL se debe conocer
previamente la variacion de la [glucosa] sanguinea a lo largo del dia en ratones integros.
Ademas, esta variacion (curva) servira como patron de referencia y también para determinar
los horarios en los que se presenta la mayor y la menor [glucosa] sanguinea en ratones integros
y poder establecer los horarios de administracion de los tratamientos para rd. Se cuantifico la
[glucosa] sanguinea a 6 ratones integros cada 3 h durante un periodo de 24 h. En la tabla 4, se
muestran los resultados obtenidos en la determinacion de la [glucosa].

En la gréfica 1, se observa que la [glucosa] oscila durante el dia, siendo el valor méas

alto de 109 mg/dL a las 7:00 h y el méas bajo de 90.3 mg/dL a las 19:00 h.
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Tabla 4. Curva de la [glucosa] en ratones integros por 24h.
Concentracion de glucosa (mg/dL)
16:00 h 19:00 h 22:00 h 1:00 h 4:00 h 7:00 h 10:00 h 13:00 h 16:00 h
107.2+10 | 90.3+20.3 | 105.2+9.2 | 102.2+11.5 | 103.3+16 | 109+11.7 | 90.8+17.1 | 105.8+12 | 102.2+15.5

Curvade concentracion de glucosa en ratones integros
140

B T S A R R

20 1

oncentracién de glucosa (mg/dL)

-~
-

16:00 19:00 22:00 1:00 4:00 7:00 10:00 13:00 16:00
Tiempo (h)

Grafica 1. Se observa una variacion de la [glucosa] a lo largo del dia en ratones integros. Se
presenta una disminucion significativa a las 10:00 y 19:00 h, siendo el valor mas bajo de 90.3
mg/dL a las 19:00 h y el de la mayor [glucosa] de 109 mg/dL que se observa a las 7:00 h. Los
resultados se presentan como el X + DS. P<0.05 (*).
EXPERIMENTO 2: Prueba de toxicidad en AS al EAT y a la FPEAT de TiL.

Esta prueba se realizd para determinar la toxicidad (mediante la determinacién de la
CLso) del EAT y la FPEAT de TiL. Dicha prueba consistié en realizar el estudio utilizando AS
el cual es un crustaceo empleado para la realizacion de estudios de toxicidad aguda'®. Los
extractos fueron probados a 10, 100 y 1000 ppm para posteriormente realizar un conteo del

namero de AS vivas y muertas; se grafican las AS vivas acumuladas y las muertas acumuladas.

La CLso se determina a partir de la interseccion de la grafica antes mencionada.
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En las tablas 5 y 6, se presentan los resultados en la prueba de toxicidad con AS para

los extractos de TiL.

Tabla 5. Resultados de la prueba con AS para el EAT de TiL.

Concentracion log Artemias Artemias vivas Muertas Vivas
(ppm) Concentracion muertas acumuladas acumuladas
0 (Control) 7 23
10 1 4 26 11 63
100 2 9 21 20 37
1000 3 14 16 34 16
Prueba de toxicidad en AS al EAT de TiL
70
—&— Muertas acumuladas
60 | Y=23,5x+85667 —=— Vivas acumuladas
R?=0,9962
@ 50 -
S
2
40 -
(5
©
o 30 -
7]
S
S 20 4
< y=11,5x-1,3333
2 _
10 | R?=0,9845
0 ; ; ; ; ;
0 0,5 1 15 2 2,5 35
log Concentracién

Gréafica 2. Se observa un decremento del nUmero de AS vivas acumuladas conforme aumenta
la concentraciéon del EAT, mientras ocurre lo contrario con las AS muertas acumuladas. La
CLsp obtenida es de 306.2 ppm para el EAT de TiL.
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Tablas 6. Resultados de la prueba con AS para la FPEAT de TiL.

Concentracion log Artemias Artemias vivas Muertas Vivas
(ppm) Concentracion muertas acumuladas acumuladas
0 (Control) 4 26
10 1 3 27 7 71
100 2 5 25 12 45
1000 3 10 20 22 20
Prueba de toxicidad en AS ala FPEAT de TiL
80
—e— Muertas acumuladas
704 Y= _225’5X+ 96,333 —=— Vivas acumuladas
R“=0,9999
v 60 -
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Gréfica 3. Se observa un decremento del nimero de AS vivas acumuladas conforme aumenta
la concentracion del EAT, mientras ocurre lo contrario con las AS muertas acumuladas. La
CLsp obtenida es de 909.9 ppm para la FPEAT de TiL.
EXPERIMENTO 3: Curva dosis respuesta cuantal al EAT y a la FPEAT de TiL “In
Vivo”.

Esta curva se realizo para determinar la letalidad, mediante la DLz, de los extractos de
TiL, ademas, de evaluar efectos adversos en los ratones tales como diarrea, sangrado y
piloereccion. Se evaluaron las siguientes dosis: 31.25, 62.5, 125, 250 y 500 mg/kg.

Los resultados fueron satisfactorios ya que ningln raton murié a las dosis evaluadas

para ninguno de los extractos de TiL lo que significa que el margen de seguridad es amplio y
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pueden utilizarse a estas dosis. No se realizd un andlisis estadistico de los resultados ya que

todos los ratones sobrevivieron. Ademas, no se observaron efectos adversos como diarrea,
sangrado y piloereccion, lo que significa una ventaja méas para seguir estudiando la posibilidad
de utilizarlos para tratar la DM y sobre todo administrarlos por via oral.

EXPERIMENTO 4: Curva de tolerancia a glucosa, insulinay EAT de TiL “In vivo™.

La realizacion de estas curvas en ratones es muy importante ya que no se encuentran
reportadas en la literatura y son necesarias para conocer la manera en que se metaboliza en el
tiempo la glucosa, la insulina y el EAT de TiL. Después de administrar la carga
correspondiente de glucosa, insulina y EAT de TiL a los ratones, se cuantificd la [glucosa]
cada 15 min durante 90 min.

En las tablas 7, 8 y 9 en se muestran los resultados obtenidos para la determinacion de

la [glucosa], en las curvas realizadas.
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Tabla 7. Curva de tolerancia a la glucosa.
Concentracion de glucosa (mg/dL)
0 min 15 min 30 min 45 min 60 min 75 min 90 min
46.7£3.6 | 190.3£34.1 | 207.3+23.8 | 171.2+18.1 | 134.7+22.7 | 103+£18.8 | 80.7+21.4
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Grafica 4. Se muestra la curva comparativa de la [glucosa] al inicio y al final. Se observa un
aumento significativo de la [glucosa] a partir de los 15 min el cual permanece hasta el final del
experimento. Sin embargo, a partir de los 30 min en que se obtiene una [glucosa] maxima de
207.3 mg/dL, ésta comienza a disminuir hasta los 90 min en que se tiene una concentracion de
80.7 mg/dL. Los resultados se presentan como el X + DS. P<0.01 (**), P<0.005 (***).
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Tabla 8. Curva de tolerancia a la insulina.
Concentracién de glucosa (mg/dL)
0 min 15min | 30 min | 45 min | 60 min | 75 min | 90 min
34847 | 16.5+4.3 | 9.8+1.2 9 9 9 9
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Grafica 5. Se muestra la curva de la [glucosa] al inicio y al final con la administracion de
insulina. Se observa una disminucion significativa de la [glucosa] a partir de los 15 min (16.5
mg/dL) y hasta el final del experimento. A partir de los 45 min la [glucosa] de los ratones fue
menor a 10 mg/dL que es el valor mas pequefio que puede ser cuantificado por el glucémetro,
esta situacion se mantuvo hasta los 90 min. Los resultados se presentan como el ¥ + DS.

P<0.005 (***).
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Tabla 9. Curva de tolerancia al EAT de TiL.
Concentracion de glucosa (mg/dL
0 min 15 min 30 min 45 min 60 min 75 min 90 min
43.8£16.9 | 58+18.2 | 58.5+24.9 | 57.5+22.8 | 53+22.6 | 53.7£23.9 | 46.5£22.3
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Grafica 6. Se presenta la variacion de la [glucosa] antes y después de administrar el EAT de
TiL. Se observa un aumento significativo de la [glucosa] a partir de los 15 min y hasta los 60
min, a partir de los 75 min hay una disminucion de la [glucosa]. Los resultados se presentan
como el X + DS. P<0.05 (*).
EXPERIMENTO 5: Determinacion y cuantificacion de la [glucosa] en ratones integros,
controles y diabéticos con la administracion de la FPEAT de TiL.

Para poder conocer el efecto “antidiabético” de la FPEAT de TiL y comparar este con

el de la insulina previamente debe inducirse la DM, para lo cual se administré Stz via i. p. a

los ratones durante 5 dias consecutivos (40 mg/kg).
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Tabla 10. Induccion de la DM.

Concentracion de glucosa (mg/dL)
Grupo integro Insulina FPEAT | FPEAT+Insulina | Control
Dial | 123.5+19.8 | 116.7+13.9 | 118.8+11.5 112.2+14.3 115.7+13.4

Dia5 | 129.7£17.5 | 235+37.4 | 217.7+26.6 229+33 199.8+59.7
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Grafica 7. Existe un aumento significativo de la [glucosa] al final de la administracion de Stz
en todos los grupos, excepto en el integro en el cual la [glucosa] no varia significativamente.
Los resultados se presentan como el £ + DS. P<0.05 (*), P<0.005 (***).

Posteriormente a la induccion de la DM se inici6 el tratamiento con insulina, FPEAT y
la FPEAT+Insulina. El tratamiento se administro 2 veces al dia (7:00 y 19:00 h) y tuvo una
duracion de 26 dias. Cada tercer dia se cuantifico la [glucosa] y diariamente se cuantifico el

peso corporal, la cantidad de alimento y agua consumidos. Los resultados se presentan en las

tablas 11, 12, 13y 14 y en las graficas 8-17.
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Tabla 11. Datos de la [glucosa] de los diferentes grupos durante el tratamiento.

Concentracion de glucosa (mg/dL)
Dia | Integro Insulina FPEAT | FPEAT+Insulina Vh

1 ] 123.5+19.8 | 116.7+13.9 | 118.8+11.5 112.2+14.3 115.7+13.4
2 ] 120.5+18.8 | 137.3+17.7 | 126.8+113 125.7+13.7 122.3+15.5
3 | 130.7+21.1 ] 151.8+17 | 150.5+18.7 154.3+35.2 136+13.4
4 | 115.3+12.4 ] 189.7+32.8 ] 167.3+20.4 185.3+35.7 172.2+40.3
5 |129.7+17.5 | 235+37.4 | 217.7+26.6 229+33 199.8+59.7
6 | 109.7+18.4 | 268.2+24.2 | 262.3+17.8 266.2+38 265.2+51
8 | 105.5+14.2 | 150.8+16.6 | 224.5+17.5 183.5+18.3 315.3+48.1
11 ]109.3+11.4 § 141.8+12.5 | 200.5+17.9 160.2+16.5 388.7+73
14 ] 105.3+12.6 | 140.2+8.7 17948.1 137+13.7 404.7+68
17 ]104.3+13.2 § 130.3+10.2 | 180.3£9.9 145.2+6.6 415.7458.8
20 | 103.8+8.7 | 133.5+7.2 | 176.8+12.5 153.8+10 468+54.8
23 98+17.1 129.3+9.8 | 182.8+9.7 159.5+11 438.2+43.4
26 ] 103.5+13.3 | 132+22.2 | 180+12.9 166.2+8.9 490+43
29 ] 111.2+18.6 | 135.8+21.6 | 179.2+7.4 176.2+6.7 487.2+45.2
32 | 110.5+14.4 ] 138.8+11.1 | 186.3+10.2 17849.1 492.2+37.4
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Grafica 8. Las barras muestran la variacion de la [glucosa] al inicio y al final del tratamiento
con insulina. Se observa una disminucion de la [glucosa] a partir del dia 6 en el que se tiene la
mayor concentracion, en este dia también se inicia el tratamiento con insulina. A partir del dia
8 se observa una disminucion de la [glucosa] la cual permanece casi constante hasta el final
del tratamiento, aunque los valores en estos dias tienen una diferencia significativa respecto al
valor inicial dichos valores se encuentran dentro de los valores normales de [glucosa] en

ratones (<200 mg/dL). Los resultados se presentan como el X + DS. P<0.05 (*), P<0.01 (**),
P<0.005 (***).
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Grafica 9. Se presentan los datos de la [glucosa] durante el tratamiento con la FPEAT de TiL.
Se observa una disminucion paulatina de la [glucosa] a partir del dia 6 en el que se tuvo la
mayor [glucosa] y hasta el dia 14. Posteriormente, la [glucosa] permanece casi constante hasta
el final del tratamiento. A pesar de que los valores de la [glucosa] son mayores
significativamente al del inicio del tratamiento, estos se encuentran dentro de los valores de
glucosa normales. Los resultados se presentan como el X + DS. P<0.01 (**), P<0.005 (***).
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Grafica 10. Se muestran los datos de la [glucosa] durante el tratamiento con la
FPEAT+Insulina. La mayor [glucosa] se presenta en el dia 6, mismo dia en el que se inicia el
tratamiento. A partir de este dia inicia un descenso en la [glucosa] hasta el dia 14 en el que se
observa la menor concentracion (137 mg/dL), posteriormente se incrementan ligeramente los
valores de la [glucosa] hacia el final del experimento. A pesar de que los valores de la
[glucosa] tienen una diferencia significativa respecto al valor del dia 1, estos valores se
mantienen dentro de los normales. Los resultados se presentan como el £ + DS. P<0.01 (**),

P<0.005 (***).
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Gréfica 11. Las barras muestran la comparacion de los valores de la [glucosa] del grupo
tratado con insulina contra el integro (*) y contra el Vh (+). A partir del dia 4 se observa una
aumento significativo de la [glucosa] del grupo tratado con insulina respecto al integro,
mientras que con el grupo al que se le administro el Vh hay una diferencia significativa a
partir del dia 8 que es cuando la [glucosa] comienza a disminuir por el tratamiento con
insulina. A partir del dia 8 la [glucosa] se mantiene casi constante para los rd tratados con

insulina y hasta el final del tratamiento. Los resultados se expresan como el £ + DS. P<0.05
(*), P<0.005 (***, +++).
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FPEAT vs Controles
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Grafica 12. Se presentan los resultados de la comparacion del grupo tratado con la FPEAT de
TiL contra el integro (*) y el VVh (+). A partir del dia 4 se observa una diferencia significativa
de la [glucosa] con el grupo integro ya que en este periodo se induce la DM. Respecto al grupo
al que se le administr6 el Vh se observa una disminucién significativa ya que la
administracion de la FPEAT de TiL baja los niveles de glucosa. A partir del dia 14 la [glucosa]
permanece casi constante en el grupo tratado con la FPEAT. Los resultados se presentan como
X + DS. P<0.005 (***, +++).
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FPEAT+Insulina vs Controles
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Grafica 13. Se muestra la comparacion del grupo tratado con la FPEAT+Insulina contra el
integro (*) y contra el VVh (+). Se observa una diferencia significativa en la [glucosa] de los rd
tratados con la FPEAT+Insulina a partir del dia 4 respecto a los ratones integros. Respecto al
grupo al que se le administro el Vh se observa una diferencia significativa a partir del dia 8.
Los resultados se presentan como X + DS. P<0.005 (***, +++).
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Grafica 14. Las barras muestran la comparacion de la [glucosa] entre los tratamientos.
Insulina vs FPEAT (*), Insulina vs FPEAT+Insulina (+), FPEAT vs FPEAT+Insulina (e). Se
observa que hay una diferencia significativa entre los tratamientos desde el inicio de los
mismos, a partir del dia 29 no existe diferencia entre la FPEAT y la FPEAT+Insulina. Los rd
tratados con insulina fueron los que tuvieron los menores niveles de glucosa, mientras que los
rd que se trataron con la FPEAT tuvieron los mayores niveles de glucosa, sin embargo, estos
se mantuvieron casi constantes durante el tratamiento pues los rd tratados con la
FPEAT+Insulina presentaron mayor variacion. Aungue los valores de [glucosa] obtenidos en
los rd tratados con el extracto de TiL son mayores que los obtenidos con insulina, se
encuentran dentro de los valores normales de [glucosa]. Los resultados se presentan como el
+ DS. P<0.05 (+,0), P<0.01 (++), P<0.005 (***, +++, eee),
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Tabla 12. Comparacion del peso corporal entre los grupos (controles y tratados).

Peso corporal (g)

Grupo Semanal ] Semana2 | Semana3 | Semana4 | Semanab
integro 45.4+3.4 45.6+3.2 57.1+9.2 65.6+4.5 | 66.2+3.9
Insulina 64+14.2 60.4+2.4 52.3+2.4 49.7+3.8 | 55.4+7.7
FPEAT 69.6£16.1 | 57.5+2.8 60.1+6.9 62.3£3.8 60£2.9
FPEAT+Insulina | 59.4+9.2 56.4+4.8 50.3+3.3 55.4+4.8 | 51.4+1.1
Vh 58.2+5.8 | 125.3+27.3 | 186.6+16.5 | 225.4+9 | 237.2+5.7
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Grafica 15. Consumo de alimento de todos los grupos, comparados con el grupo integro. Las
barras muestran que el grupo integro tuvo un incremento gradual del peso corporal durante las
5 semanas. Los grupos tratados presentaron un comportamiento similar en el que al igual que
en el grupo integro se observa un incremento gradual del peso corporal a lo largo de de las 5
semanas, pero estos valores son menores significativamente a partir de la segunda semana para
todos los grupos. Los resultados se presentan como el X + DS. P<0.005 (***).
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Tabla 13. Comparacion del alimento consumido entre los grupos (controles y tratados).

Peso alimento (g)

Grupo Semanal | Semana 2 | Semana 3 | Semana 4 | Semana 5
integro 31.4+2.4 3312 35.6+2 34.6+1.6 34.6x1
Insulina 38.6+8.8 | 32.5+5.5 | 35.5+2.5 | 35.6+1.1 | 35.8+1.1
FPEAT 37.8+6.4 | 35.1+3.9 | 36.8+1.2 | 37.7+15 | 37.1+3.2
FPEAT+Insulina | 34.8+7 26.8+3.8 | 31.4+1.8 | 31.2+3.1 | 30.4+1.2
Vh 35.7+6.7 | 39.7+1.3 | 49.844.5 | 57.9+15 | 59.3+1.4

80

X Peso alimento (9)

Alimento consumido por grupo

75 A
70 +
65 -
60 -
55
50 -
45
40 -
35
30 -
25
20 -
15 A
10 -

O Semana 1
B Semana 2
0O Semana 3

0O Semana 4

B Semana 5

integro

Insulina

FPEAT

FPEAT+Insulina

Vh

Grafica 16. Las barras muestran el peso del alimento consumido por los animales de los

diferentes grupos, comparados con el integro. Se observa que en el grupo integro el consumo

de alimento se mantiene sin variaciones a lo largo de las 5 semanas. EIl grupo tratado con la
FPEAT+Insulina presentd una disminucion significativa a partir de la segunda semana,
mientras que en el grupo al que se le administro el Vh se observo exactamente lo contrario. En
los grupos tratados con insulina y la FPEAT la cantidad de alimento consumido tuvo una
ligera disminucion en la segunda semana para posteriormente incrementarse y mantenerse casi
constante hasta la Gltima semana. Los resultados se presentan como el X + DS. P<0.05 (*),
P<0.005 (***).
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Tabla 14. Comparacion del agua consumida entre los grupos (controles y tratados).

VVolumen de agua (mL)
Grupo Semanal ] Semana2 | Semana3 | Semana4 | Semanab
integro 45.4+3.4 45.6+3.2 57.1+9.2 65.6+4.5 | 66.2+3.9
Insulina 64+14.2 60.4+2.4 52.3+2.4 49.7£3.8 | 55.4+7.7
FPEAT 69.6+16.1 | 57.5+2.8 60.1+6.9 62.3+3.8 60+2.9
FPEAT+Insulina | 59.4+9.2 56.4+4.8 50.3+3.3 55.4+4.8 | 51.4+1.1
Vh 58.2+5.8 | 125.3+27.3 ] 186.6+16.5 | 225.4+9 | 237.2+5.7
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Gréfica 17. Se muestran los resultados del volumen de agua consumida por los animales de
los diferentes grupos, comparados con el integro. Se observa que en el grupo integro el
volumen de agua consumido se incrementa en la tercera semana y permanece hasta la ultima
semana. En los grupos tratados con insulina, la FPEAT y la FPEAT+Insulina se observa que a
partir de la segunda semana hay una ligera disminucion del agua consumida, siendo los
volimenes de las primeras semanas significativamente mayores y los de las ultimas menores
en estos grupos al compararlos con el integro. En el grupo al que se le administré el Vh se
observa un incremento gradual durante las 5 semanas. Los resultados se presentan como el X +
DS. P<0.01 (**), P<0.005 (***).
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8.0 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

EXPERIMENTO 1: Obtencion de la curva de concentracion de glucosa en ratones
integros durante 24h.

Esta curva se realizo para conocer la manera en que oscila la [glucosa] sanguinea en
ratones integros a lo largo del dia y tener un patron de referencia. Se tomaron muestras de
sangre a los ratones cada 3 h durante 24 h y se cuantifico la [glucosa] mediante un glucometro
(Accu-Check Sensor) el cual es un dispositivo electrénico para cuantificar la glucosa
sanguinea. Durante la realizacion del experimento se pensé en utilizar un método alternativo
para medir la [glucosa], como un método colorimétrico, pero debido a que la cantidad de
sangre requerida era elevada, ademas, de que el tiempo requerido para realizar las pruebas es
mayor, se dejé a un lado esta idea y se continué trabajando con el glucometro ya que se
requiere de un bajo volumen de sangre para realizar las pruebas y el tiempo para determinar la
[glucosa] es pequerio (15 a 30 s).

En la gréfica 1, se observa que la [glucosa] sanguinea en ratones integros varia a lo
largo del dia, estos datos concuerdan con los ya reportados (Zamora-Herndndez Sandra, 2005).
La mayor [glucosa] se presenta a las 7:00 h (109 mg/dL) y la menor a las 19:00 h (90.3
mg/dL.

Con estos datos de la [glucosa] minima y méaxima se establecieron los horarios de
tratamiento en el experimento 5. Ademas, permiten plantear que la [glucosa] sigue un patrén
cronofarmacoldgico lo que permitiria extrapolar los datos a los humanos diabéticos que nos
permitan realizar la aplicacion de su farmaco a determinada hora del dia con la finalidad de

obtener su mayor eficacia.
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EXPERIMENTO 2: Prueba de toxicidad con AS al EAT y a la FPEAT de TiL.

Se prob6 el EAT y la FPEAT de TiL en AS para determinar la CLsp y con esto
determinar la letalidad y toxicidad de ambos extractos (Déciga-Campos Myrna, 2007). Esta
prueba es muy importante ya que nos permitié demostrar que el extracto y su fraccion no son
toxicos ni letales a las grandes concentraciones utilizadas y establecer que era conveniente
continuar estudiando ambos extractos.

En las gréficas 2 y 3 se determina la CLso utilizando el punto de cruce entre la recta de
las AS vivas acumuladas y la recta de las AS muertas acumuladas para el EAT y la FPEAT de
TiL, respectivamente. La CLsp obtenida para el EAT fue de 306.2 ppm y para la FPEAT fue de
909.9 ppm. La CLs para la FPEAT de TiL llega casi a las 1000 ppm (909.9 ppm) y es casi 3
veces mayor a la del EAT por lo que puede considerarse a la FPEAT como el extracto que se
puede utilizar con mayor seguridad, pues se requiere de una mayor concentracion para matar a
la mitad de la poblacion en comparacion con el EAT el cual requiere de una menor
concentracion, con lo anterior, podemos decir que la FPEAT es meno toxica que el EAT de
TiL.

EXPERIMENTO 3: Curva dosis respuesta cuantal al EAT y a la FPEAT de TiL “In
Vivo”.

Con esta curva podemos determinar la toxicidad y letalidad mediante la obtencion de la
DLso en ratones. Se administraron ambos, extracto y fraccion de TiL (por separado) en ratones
a las siguientes dosis: 31.25, 62.5, 125, 250 y 500 mg/kg. A estas dosis ningun raton murié por
lo que los resultados obtenidos fueron bastante satisfactorios y los extractos de TiL indican un

amplio margen de seguridad y pueden utilizarse.

FACULTAD DE QUIMICA 81



20
é ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

A estas dosis, los ratones no presentaron efectos adversos tales como diarrea, sangrado
y piloereccion (Parrota John, 1990). Es necesario e importante conocer si el extracto
provocaba diarrea ya que como se sabe, el tamarindo se utiliza como un laxante de origen
natural (Ross lvan, 1999), lo que significaria una desventaja para la administracion de estos
extractos. El que no hubiese diarrea significa una gran ventaja para continuar estudiando la
posibilidad de utilizar estos extractos de TiL para tratar la DM y sobre todo administrarlos por
via oral, lo que le significaria una gran aceptacién por parte de los pacientes ya que no tendria
que administrarse mediante inyecciones como en el caso de la insulina.

EXPERIMENTO 4: Curva de tolerancia a glucosa, insulinay EAT de TiL “In vivo”.

La realizacion de estas curvas como mencionamos anteriormente, tienen una gran
importancia ya que no se encuentran reportadas en la literatura, pues en el texto relacionado
que se encontrd (Garcia-Gonzalez Mildred, 2002) se presentan los resultados como un dato
puntual (se hace una Unica determinacion de la [glucosa], después de un cierto tiempo de
haber administrado la carga correspondiente) y no de forma que se permita observar la manera
en que son metabolizadas estas sustancias a través del tiempo. Para realizar estas curvas se
administré una carga de glucosa, insulina y EAT de TiL, respectivamente y se cuantifico la
[glucosa] a los ratones cada 15 min durante 90 min.

En la gréfica 4, se observa que inmediatamente después de la administraciéon de la
glucosa, la [glucosa] sanguinea tienen un aumento significativo el cual permanece hasta los 90
min. La [glucosa] méaxima se observa a los 30 min y posteriormente comienza a disminuir de
manera gradual lo que indica que la glucosa es metabolizada para regular los niveles de

glucosa sanguinea (Shils Maurice, 2002).
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En la grafica 5, hay una disminucion significativa de la [glucosa] a partir de los 15 min
y hasta el final del experimento. A partir de los 45 min la [glucosa] fue tan baja que no pudo
ser determinada por el glucometro ya que la minima [glucosa] que se puede medir es 10
mg/dL. No se observo un incremento de la [glucosa] después de la administracion de la
insulina lo que significa que requiere de mas tiempo para ser metabolizada en comparacion
con la glucosa (como se observa en la curva de tolerancia a la glucosa).

En la curva de tolerancia al EAT de TiL (gréfica 6), se observa una aumento
significativo en la [glucosa] de los 15 a los 60 min el cual desaparece posteriormente. Este
aumento en la [glucosa] no puede ser atribuido al EAT de TiL ya que no es muy grande y
ademas, se conoce que dicho extracto tiene actividad hipoglucemiante (Zamora-Hernandez
Sandra, 2005). Dicha actividad no se observa en el transcurso de los 90 min debido a que el
extracto se administra por via intragastrica, lo que hace que el extracto tarde méas tiempo en ser
absorbido en comparacién con la glucosa y la insulina que fueron administradas por otras vias
de absorcién mas rapidas (i. p. y s. c., respectivamente).

EXPERIMENTO 5: Determinacion y cuantificacion de la [glucosa] en ratones integros,
controles y diabéticos con la administracion de la FPEAT de TiL.

Para realizar este experimento primero se indujo la DM a los ratones mediante la
administracion de Stz. En la grafica 7, se observa un aumento significativo de la [glucosa]
sanguinea al final de la administracion de la Stz en todos los grupos excepto en el integro en el
cual la [glucosa] permaneci6 constante. Los valores de la [glucosa] del dia 5 en todos los
animales de los grupos a los que se les administrd Stz resultaron ser mayores a 200 mg/dL lo

que indica que los ratones eran diabéticos (Wright James, 1988).
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Después de haber inducido la DM vy establecer los horarios de administracion, se
administraron los tratamientos correspondientes durante 26 dias. En la gréfica 8, se observa
que se presenta la mayor [glucosa] sanguinea en el dia 6, mismo dia en el que se inicia el
tratamiento con insulina. A partir del dia 8 hay una notoria disminucion de la [glucosa] la cual
permanece casi constante hasta el final del tratamiento, aunque los valores de [glucosa]
durante este periodo son significativamente mayores comparados con el del dia 1 del
experimento se encuentran dentro de los valores normales de [glucosa] sanguinea.

Los resultados de los rd tratados con la FPEAT (grafica 9) y con la FPEAT+Insulina
(gréfica 10) presentaron un comportamiento similar al de los tratados con insulina. En el caso
del tratamiento con la FPEAT+Insulina existe una disminucién méaxima de la [glucosa] el dia
14 y a partir del dia 17 comienza un ligero aumento en la [glucosa] hasta el final del
tratamiento.

Posteriormente, se compararon los diferentes tratamientos con los controles (integro y
al que se le administrd el VVh) para establecer si el tratamiento era efectivo. En la gréafica 11, se
comparan los valores de [glucosa] del grupo tratado con insulina y los controles. Existe un
aumento significativo de la [glucosa] respecto al grupo integro a partir del dia 4 y hasta el final
del experimento, se observa la [glucosa] maxima el dia 6, que es cuando inicia el tratamiento;
en el dia 8 hay un descenso drastico de la [glucosa] el cual se mantiene hasta el final del
tratamiento, estos valores a pesar de ser diferentes significativamente con los del grupo integro
son cercanos y se mantienen dentro de los valores normales (<200 mg/dL). Respecto al grupo
al que se le administro el Vh, en los valores de [glucosa] hay una diferencia significativa a

partir del dia 8 pues en los rd tratados la [glucosa] disminuye mientras que en los rd no
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tratados estos valores se incrementan hasta alcanzar al final del experimento valores cercanos
a los 500 mg/dL.

En la gréafica 12, se comparan los resultados del tratamiento con la FPEAT de TiL y los
controles. Se observa un aumento significativo a partir del dia 4 respecto al grupo integro, la
[glucosa] maxima se presenta el dia 6, y a partir del dia 8 hasta el 14 hay una disminucion
paulatina de la [glucosa] la cual se mantiene casi constante a partir del dia 14 y hasta el final
del tratamiento. Aungue los valores de la [glucosa] durante el tratamiento son mayores que los
del grupo integro se mantienen dentro de los niveles de glucosa normales. Existe una
diferencia significativa con el Vh a partir del dia 8 ya que para este dia el tratamiento con la
fraccién comienza a disminuir la [glucosa] mientras que en los rd sin tratamiento la [glucosa]
sigue incrementandose al pasar de los dias.

En la comparacion del tratamiento de la FPEAT+Insulina y los controles (grafica 13)
se observa un comportamiento similar al obtenido con la FPEAT. A partir del dia 8 hay una
disminucion en la [glucosa] respecto al grupo integro la cual presenta la mayor disminucién el
dia 14 para posteriormente incrementarse ligeramente hacia el final del tratamiento. Aunque,
los valores de la [glucosa] son significativamente mayores durante el tratamiento estos valores
se mantienen dentro de los considerados normales. En comparacion con el grupo al que se le
administré solamente el VVh hay una diferencia significativa a partir del dia 8 en el cual el
tratamiento comienza a tener efecto mientras que en los rd no tratados la [glucosa] se eleva sin
control.

Se compararon los diferentes tratamientos para ver cual habia tenido mayor eficacia.
Se observa que existe una diferencia significativa entre los tratamiento desde el inicio del

mismo; dicha diferencia desaparece en el dia 14 entre el grupo tratado con insulina y el grupo
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tratado con la FPEAT+Insulina, pero nuevamente se presenta a partir del dia 17 pues los
valores de la [glucosa] en el grupo tratado con la FPEAT+Insulina comienzan a incrementarse
hasta llegar a ser similares a los obtenidos por la FPEAT pues en los dias 29 y 32 (al final del
tratamiento) no se existe diferencia significativa con ambos tratamientos.

A pesar de que con el tratamiento con la FPEAT+Insulina se llegan a obtener valores
de [glucosa] cercanos a los obtenidos con insulina, dicho tratamiento no mantiene la [glucosa]
sin variaciones pues después de obtenerse una méaxima disminucion los valores se
incrementaron ligeramente, efecto que no se observé en los rd tratados con la FPEAT de TiL
en donde los valores se mantuvieron casi constantes, aunque los valores obtenidos son
mayores a los obtenidos con insulina. Por lo anterior, el tratamiento con la FPEAT resulta ser
el mejor aunque deberia evaluarse el uso de una dosis mayor a la utilizada (80 mg/kg) para ver
si se obtiene una mayor disminucion en la [glucosa] y estos resultados son similares a los
obtenidos con la insulina.

En este experimento también se monitorearon el peso corporal, la cantidad de alimento
y el volumen de agua consumidos (American Diabetes Association, 2007). En la grafica 15, se
compara el peso corporal por semana de los animales de los diferentes grupos con los del
integro. Se observa en todos los grupos un aumento gradual en el peso corporal a lo largo de
las 5 semanas, pero también existe una diferencia significativa a partir de la segunda semana y
hasta la quinta en todos los grupos tratados y el VVh pues los valores son menores con respecto
a los del grupo integro, lo que indica que en los grupos con rd el incremento fue menor que en
los ratones integros.

En la grafica 16, se compara el consumo de alimento a lo largo de las 5 semanas que

duro el experimento entre los animales de los diferentes grupos y el integro. Se observa que en
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el grupo integro, el tratado con insulina 'y con la FPEAT casi no hay variaciones en la cantidad
de alimento consumido. En el caso del grupo tratado con la FPEAT+Insulina hay una
disminucion significativa con respecto al grupo integro a partir de la segunda semana y hasta
la ultima, caso contrario se presenta en el grupo al que se le administro solamente el VVh en el
que existe un aumento significativo en la cantidad de alimento consumido a partir de la
segunda semana del experimento.

La comparacion del consumo de agua de los animales de los diferentes grupos con el
integro se presenta en la grafica 17. Se observa que en los grupos tratados existe un aumento
significativo en las primeras semanas mientras que en las Ultimas se observa una disminucion
significativa debido a que hay una disminucion en el consumo de agua a lo largo de las
semanas del tratamiento, caso contrario al que se observa en el grupo integro en el que se
incrementd la cantidad de agua consumida al pasar de las semanas. En el caso del grupo
administrado con el Vh hay un incremento significativo desde la primera semana del
experimento debido a la presencia de polidipsia, pues en este grupo la DM no fue tratada.

Con lo anterior, se expone una ventaja mas para utilizar la FPEAT como tratamiento
para la DM pues se demuestra que al ser administrado se pueden controlar sintomas de la DM

tales como polifagia y polidipsia.
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9.0 CONCLUSIONES

1. La mayor [glucosa] sanguinea en ratones integros se present6 a las 7:00 h y la menor a las
19:00 h.

2. La CLsp en AS para el EAT de TiL fue de 306.2 ppm y para la FPEAT fue de 909.9 ppm.

3. No hubo letalidad en ratones con alguno de los extractos de TiL a las dosis probadas, esto
indica que tienen un amplio margen de seguridad. Ademéas, no se presentaron efectos
adversos.

4. La glucosa es metabolizada por los ratones en un periodo de 90 min, mientras que la
insulina requiere de un mayor tiempo y el EAT de TiL requiere de mucho mayor tiempo pues
en los 90 min ni siquiera se observa el efecto hipoglucemiante pues en este tiempo no se ha
absorbido todavia.

5. Con la administracion de la FPEAT de TiL se reduce la hiperglucemia y los valores de la
[glucosa] se mantienen casi constantes, ademas de que se reducen sintomas de la DM como la
polifagia y polidipsia.

6. Con los experimentos realizados y los datos obtenidos se plantea continuar investigando:

a) Presencia o no de otras fracciones de TiL.

b) Extrapolar el uso del extracto de TiL y/o sus fracciones en humanos, con el desarrollo de un

buen protocolo.
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