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RESUMEN   

La diabetes mellitus es un problema de salud pública en México que genera altos costos al 

sistema de salud. En México la diabetes tipo 1 corresponde al 5-10% de los casos con 

diabetes mellitus y la prevalencia estimada en la población menor de 14 años es del 2.6%. 

La diabetes mellitus tipo 1 es una enfermedad sistémica y crónica causada por una 

deficiencia en la secreción de la insulina y se caracteriza por la elevación anormal de la 

glucosa sérica. Tanto los factores ambientales, los factores genéticos como los factores 

inmunológicos contribuyen a la destrucción de las células β del páncreas. La respuesta 

inmunológica tiene un papel fundamental al generar una reacción inflamatoria tipo Th1 

mediada por linfocitos T CD4+ y CD8+ autoreactivos, macrófagos, células natural killer, 

linfocitos B y autoanticuerpos dirigidos contra los islotes pancreáticos, la insulina y la 

descarboxilasa del ácido glutámico.  

Hasta el momento, el manejo terapéutico de la diabetes tipo 1 se ha limitado principalmente 

a la administración de insulina y al control de la glucosa sérica, pero no al restablecimiento 

de la función del páncreas, por lo que los estudios destinados a modular la respuesta 

inmunológica y/o restablecer la función pancreática adquieren una gran importancia. La 

silymarina, un flavonoide obtenido de la planta Silybum marianum, tiene propiedades 

inmunomoduladoras en el bazo de ratones normales. También se ha observado que 

favorece los perfiles de tipo Th2 y que ayuda a recuperar la función pancreática en un 

modelo de diabetes farmacológica. Estas propiedades de la silymarina resultan ser de gran 

interés en el manejo terapéutico integral de la diabetes mellitus tipo 1. Finalmente, se 

vuelve de gran relevancia explorar estas propiedades en los tratamientos a largo plazo dado 

que la diabetes es una enfermedad crónica.  

El objetivo de este trabajo de tesis fue evaluar la modulación de la respuesta inmunológica 

en el tejido pancreático de ratones normales ICR; así como su modulación y participación 

en la recuperación de la función de las células β del páncreas en ratones NOD prediabéticos 

y diabéticos de reciente inicio inducidas por el tratamiento a largo plazo con silymarina. 

Nuestros resultados mostraron que los ratones ICR tratados con 250 mg/kg de silymarina a 

corto plazo presentaron un incremento en la expresión de MHCII, IFNγ y TNFα  tanto en el 

tejido acinar como en los islotes, mientras que la IL10 únicamente se incrementó en los 

islotes de Langerhans. En contraste, los ratones tratados a largo plazo presentaron una 
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disminución de la expresión de MHCII, IFNγ, TNFα y un incremento importante de las 

citocinas antiinflamatorias (IL4, IL10 y TGFβ) tanto en el tejido acinar como en los islotes. 

Mientras que la expresión de insulina incrementó significativamente únicamente en el 

tratamiento a largo plazo.    

Los ratones NOD prediabéticos tratados presentaron una reducción en los niveles normales 

de glucosa, menor número de islotes con daño grado IV y menor sobrevida con respecto a 

los ratones prediabéticos no tratados. Los niveles de expresión de MHCII, IFNγ y TNFα no 

mostraron diferencias en los acinos pancreáticos con respecto a los ratones no tratados,  sin 

embargo la expresión de MHCII e IFNγ incrementó en los islotes de Langerhans. De igual 

forma, los niveles de expresión de las citocinas anti-inflamatorias tampoco mostraron 

cambios en el tejido pancreático, sólo se observó un incremento en la expresión de TGFβ 

tanto en acinos como en islotes pancreáticos. Por otro lado, los niveles de expresión de 

insulina incrementaron significativamente en los ratones prediabéticos tratados con 

respecto a los no tratados.  

Los ratones NOD diabéticos tratados presentaron por un lado niveles más bajos de glucosa 

sérica, menor número de islotes con daño grado IV y mayor sobrevida con respecto a los 

ratones diabéticos no tratados. En cuanto a la expresión de citocinas en el tejido 

pancreático, los ratones diabéticos tratados presentaron niveles similares de MHCII, IFNγ y 

TNFα en los acinos pancreáticos con respecto a los ratones no tratados, sin embargo 

MHCII e IFNγ se expresaron en menor cantidad en los islotes pancreáticos. Asimismo, el 

tratamiento a largo plazo en los ratones diabéticos indujo una mayor expresión de las 

citocinas antiinflamatorias tanto en los acinos como en los islotes pancreáticos. Los ratones 

diabéticos tratados presentaron una mayor expresión de insulina con respecto a los ratones 

diabéticos no tratados.  

Estos resultados en conjunto, sugieren una modulación de la respuesta inmunológica  y un 

efecto citoprotector inducidos por silymarina. Estas propiedades podrían estar influyendo 

no sólo en el control de la inflamación sino también en la inducción de citocinas 

antiinflamatorias, de células T reguladoras y/o células con un perfil TH2, de esta manera 

regular el daño a las células β y conservar su función. Estas propiedades 

inmunomoduladoras y citoprotectoras de la silymarina resultan ser de gran interés en el 

manejo terapéutico integral de la diabetes mellitus tipo 1, lo que podría llevar a la reducción 
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de las complicaciones asociadas a la diabetes mellitus y por lo tanto no sólo disminuir los 

costos para el sistema de salud sino mejorar la calidad de vida de los pacientes diabéticos 

tipo 1. 

 

 

ABSTRACT 

The diabetes mellitus is a public health problem in Mexico that generates high costs to the 

health system. In Mexico diabetes mellitus type 1 patients correspond to 5-10% of the cases 

with diabetes mellitus and the prevalence in the population under 14 years is 2.6%. The 

diabetes mellitus type 1 is a systemic and chronic disease caused by the deficiency of 

insulin secretion and it is characterized by abnormal elevation blood glucose. 

Environmental, genetic as well immunological factors contribute to the destruction of the 

pancreatic beta cells. The immunological response has a fundamental participation 

generating a Th1 inflammatory response by autorreactive T CD4+ and CD8+ lymphocytes, 

macrophages, natural killer cells, B lymphocytes and autoantibodies directed against 

pancreatic islets, insulin and glutamic acid descarboxilase. Until the moment the principal 

therapeutic management of the diabetes type 1 has been limited mainly to insulin 

administration and control of blood glucose, but not to reestablish the pancreatic function, 

this is the main reason why studies destined to modulate the immunological response 

and/or restore the pancreatic function acquire a great relevance. Silymarin, a flavonoid of 

the plant Silybum marianum, has immune- modulatory properties in spleen lymphocytes of 

normal mice. It has also been observed that silymarin induces Th2 profiles and helps to 

recover the pancreatic function in a pharmacological model of diabetes type 1. These 

properties of the silymarina turn out to be of great interest in the integral therapeutic 

handling of diabetes mellitus type 1 patients. Finally, it becomes of great relevance to 

explore these properties in long term treatments since diabetes is a chronic disease.  

The objective of this thesis was to evaluate the modulation of the immune response in the 

pancreatic tissue of normal ICR mice; as well its modulation and participation in the 

recovery of the beta cells function in pre-diabetic and diabetic NOD mice induced by long 

term treatment with silymarin. Our results showed that ICR mice short term treatment dealt 

with 250 mg/kg of silymarin displayed an increase in MHCII, IFNγ and TNFα expression 
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in the acinar and islet tissue, whereas IL10 was increased only in the Langerhans islets. In 

contrast, long term treated mice displayed a decrease of MHCII, IFNγ and TNFα 

expression and an important increase of anti-inflammatory cytokines (IL4, IL10 and TGFβ) 

as much in the acinar as in the islets. Whereas, insulin expression significantly increased 

only in long term treated mice.  

Treated pre-diabetic NOD mice presented reduced blood glucose levels, less islets with 

degree IV damage and less survival when compared to controls. The levels of MHCII, IFNγ 

and TNFα expression did not show differences in the pancreatic acini when compared with 

the control group, nevertheless MHCII and IFNγ expression was increased in the 

Langerhans islets of treated mice. Similarly, the levels of anti-inflammatory cytokines did 

not show differences in the pancreatic tissue, and only an increase in the expression of 

TGFβ was observed in pancreatic acini and islets. On the other hand, the levels of insulin 

expression were significantly increased in the treated pre-diabetic mice when compared to 

the control group.  

Treated diabetic NOD mice displayed lower blood glucose levels, less islets with degree IV 

damage and better survival when compared to the control group. Treated diabetic mice 

presented similar levels of MHCII, IFNγ and TNFα in the pancreatic acini when compared 

to non treated mice, nevertheless MHCII and IFNγ were less expressed in the Langerhans 

islets. In addition, long term treatment in diabetic mice induced a higher expression of anti-

inflammatory cytokines in pancreatic acini and islets. Treated diabetic mice displayed a 

higher insulin expression when compared with the diabetic control group. These results 

altogether suggest that silymarin modulates the immune response and has an additional 

cytoprotection effect. These properties could be influencing not only the control of 

inflammation but also the induction of anti-inflammatory cytokines, of regulatory T cells 

and/or TH2 cells, and in this way regulate the beta cells damage and preserve their 

function. These immune-modulatory and cytoprotective properties of silymarina turn out to 

be of great interest in the integral therapeutic handling of the diabetes mellitus type 1, 

which could lead to reduced complications associated to diabetes mellitus and therefore not 

only diminish the costs for the public health system but also improve the quality of life of 

the diabetic patients type 1. 
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I. INTRODUCCIÓN 

1. PANCREÁS. 

El páncreas está situado en la porción superior del abdomen, delante de la columna vertebral, 

detrás del estómago, entre el bazo y el asa duodenal, que engloba en su concavidad todo su 

extremo derecho. El páncreas es un órgano alargado dividido en tres partes: cabeza, cuerpo y 

cola. La cabeza se encuentra unida al duodeno, mientras que el cuerpo cruza la línea media del 

organismo y la cola se extiende hacia el bazo. El conducto principal pancreático recorre toda la 

glándula y desemboca en la segunda porción del duodeno, en la ámpula hepatopancreática de 

Vater    (Ross 5ta Ed. 2007). 

El páncreas es una glándula mixta que se divide en dos porciones, la porción endocrina y la  

exocrina. La porción exocrina del páncreas secreta un componente acuoso, rico en bicarbonato, 

que neutraliza el contenido duodenal y un contenido enzimático que ayuda a la digestión de 

carbohidratos, proteínas y grasas. La secreción exocrina del páncreas está regulada por los 

estímulos nerviosos y los hormonales dependientes de ácido y de moléculas que son productos de 

la digestión en el duodeno. Se sabe que la secretina participa en la secreción del componente 

acuoso mientras que la colecistoquinina estimula la secreción de las enzimas pancreáticas 

(Konturek et al., 2003). 

La porción endocrina del páncreas se encuentra agrupada en islotes. Aunque los islotes 

constituyen menos del 2% del volumen del páncreas su secreción hormonal es fundamental para 

regular el metabolismo. La insulina, el glucagon, la somatostatina y el polipéptido pancreático 

son hormonas liberadas por las células de los islotes de Langehans (Ross 5ta Ed. 2007). 

La inervación del páncreas corre a cargo de las ramas preganglionares parasimpáticas del vago. 

Las fibras vagales hacen sinapsis con las neuronas colinérgicas que se encuentran en el interior 

del páncreas y que inervan tanto las células acinares como las de los islotes. Los nervios 

simpáticos postganglionares de los plexos celíaco y mesentérico superior inervan los vasos 

sanguíneos pancreáticos. La secreción de las enzimas pancreáticas y de la insulina es estimulada 

por la actividad del parasimpático e inhibida por la del simpático (Mayoral., 1a Ed. 1998).  

1.1. Páncreas exocrino. 

La mayor parte del páncreas está formado por el tejido exocrino que libera enzimas hacia el 

duodeno. El tejido exocrino está constituido por células acinares (aproximadamente 84%), 

centroacinares y ductales (5%) (Konturek et al., 2003). Las células acinares sintetizan y secretan 
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enzimas digestivas como endopeptidasas y  exopeptidasas proteolíticas, amilolíticas, lipasas y 

nucleolíticas. Estas enzimas son secretadas de forma inactiva en gránulos de secreción 

(zimógenos), localizados en la parte subapical de las células acinares. Los zimógenos son 

secretados al duodeno, donde son activados por las enzimas enterocinasas y la tripsina  (Ross 5ta 

Ed. 2007).  

La liberación enzimática es estimulada por varios secretagogos incluyendo neurotransmisores 

como acetilcolina, óxido nítrico y neuropéptidos como el péptido liberador de gastrina y el 

péptido intestinal vasoactivo (Koturek et al., 2003). Los receptores para estas moléculas se 

encuentran en la membrana basolateral de las células acinares, mientras que la región apical 

presenta microvellosidades que facilitan la exocitosis de los gránulos de zimógeno (Gorelick  and 

Jamieson, 1994).  

1.2. Páncreas endocrino.  

El páncreas endocrino comprende el 1% del páncreas y secreta varias hormonas que regulan la 

concentración de la glucosa en sangre. Está conformado por agrupaciones celulares llamadas 

islotes de Langerhans que son de forma variable y se encuentran distribuidos en todo el órgano 

(Ross 5ta Ed. 2007). Los islotes de Langerhans están constituidos principalmente por cuatro tipos 

celulares: las células α, las células δ, las células PP y las células β. Las células α se encuentran en 

la periferia del islote y constituyen entre el 15 y 20 % de las células del islote. Las células α 

secretan la hormona glucagon, cuando las concentraciones de glucosa sérica disminuyen 

(Quesada et al., 2006). 

Las células δ representan el 10 % de las células del islote. Las células δ secretan somatostatina, 

una hormona reguladora de la secreción de insulina y glucagon en los islotes (Quesada et al., 

2006). Las células PP representan sólo el 3% de la población celular en el islote. Este tipo celular 

se encuentraprincipalmente en los islotes de Langerhans localizados en la cabeza del páncreas 

(Aguayo-Mazzucato et al., 2006). Las células PP secretan polipéptido pancreático en respuesta al 

incremento de nutrientes e inhibe la secreción de enzimas pancreáticas (Liu et al., 1999). 

Adicionalmente, el polipéptido estimula las células principales gástricas, inhibe la secreción de 

bilis y la motilidad intestinal e inhibe la secreción de bicarbonato de sodio (Ross 5ta Ed. 

2007).También pueden secretar el neuropéptido Y (Konturek et al., 2003).  

Las células β constituyen el 80 % de las células de los islotes y se localizan en el centro del 

mismo. Las células β sintetizan y secretan insulina en respuesta a los niveles elevados de glucosa 
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en sangre para restaurar los niveles normales (Quesada et al., 2006). La insulina es la secreción 

endocrina  más abundante. Sus principales efectos se ejercen en el hígado, el músculo esquelético 

y el tejido adiposo, ya que induce la entrada de la glucosa en estos tejidos (Ross 5ta Ed. 2007). 

Además, las células β sintetizan el ácido gama amino butírico, el principal neurotransmisor que 

inhibe el sistema nervioso central (Sorenson et al., 1991).  

1.2.1. Síntesis y secreción de la insulina  

Las células β de los islotes pancreáticos sintetizan  insulina a partir de un precursor de cadena 

única de 110 aminoácidos (preproinsulina). La insulina en su forma madura esta compuesta de 

dos cadenas: la cadena α formada por 21 aminoácidos y la cadena β de 30 aminoácidos. Ambas 

cadenas se sintetizan como parte de una sola proteína precursora, la preproinsulina, que contiene 

una secuencia de aminoácidos que las une, llamada péptido C y un péptido señal. Después de su 

translocación a la membrana del retículo endoplásmico rugoso, el péptido señal amino-terminal 

de 24 aminoácidos de la preproinsulina es translocado al lumen del retículo endoplásmico rugoso 

y se reanuda la traducción de la preproinsulina (De Meyts, 2004; Ionescu-Tîrgovişte et al., 2007). 

Durante este proceso, el péptido señal es removido por la peptidasa de señal formando así la 

proinsulina. Posteriormente, la molécula se pliega y se forman enlaces disulfuro para migrar al 

aparato de Golgi. Una vez en el Golgi, la proinsulina es agregada en gránulos de secreción, los 

cuales transportan a la proinsulina hacia la membrana plasmática. Durante el transporte, la 

proinsulina es convertida a insulina mediante la proteólisis de cuatro aminoácidos básicos y el 

conector restante o péptido C. Este proceso libera el péptido C de la insulina. Los gránulos 

secretores contienen además enzimas que participan en la maduración de la insulina y hormonas 

como la amilina (Gebre-Medhin et al., 2000). Por cada molécula de insulina secretada, una 

molécula del péptido C también se secreta. En la DMT1 los niveles de péptido C se pueden medir 

y usar como indicador para evaluar si las altas concentraciones de glucosa sanguínea son debido a 

una reducción en la producción y secreción de la insulina.  

1.2.2.. Regulación de la secreción de la insulina.  

La regulación está mediada por diversos factores como nutrientes, hormonas gastrointestinales, 

hormonas pancreáticas y neurotransmisores del sistema nervioso autónomo. La glucosa, 

aminoácidos  como la arginina y leucina, los cetoácidos y los ácidos grasos inician la secreción 

de insulina dependiendo de su concentración. El glucagon, la secretina, la pancreozimina, el 

péptido inhibidor gástrico y la acetilcolina potencian la secreción de la insulina, a través de la 
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activación de la adenilciclasa e incrementan la concentración de AMP cíclico que a su vez activa 

a cinasas dependientes de AMP (Bastarrachea et al., 2005). 

Los neurotransmisores como la adrenalina, noroadrenalina y somatostatina actúan como 

inhibidores de la secreción de la insulina. Ejercen su efecto modulando el metabolismo del 

inositol de la membrana, generando diacilglicerol y activando las proteínas cinasas. El sistema 

nervioso autónomo es un importante modulador de la secreción de la insulina. El parasimpático 

estimula la secreción de insulina mientras que el simpático la inhibe. El efecto adrenérgico es 

complejo, ya que la estimulación de los receptores α  inhibe la secreción mientras que los 

receptores β la incrementan (Konturek et al., 2003). Asimismo, se ha demostrado que ciertos 

neurotransmisores como el factor de crecimiento neuronal también regulan la secreción de 

insulina a través de una conexión autocrina/paracrina tanto en las células β de rata y de humano 

(Rosenbaum et al., 2001; Vidaltamayo et al., 2003).   

La deficiencia en la secrecion de la insulina altera la homeostasis de la glucosa lo que genera 

enfermedades metabolicas severas como la diabetes mellitus tipo 1, generada por la destrucción 

autoinmune de las células β, y la diabetes mellitus tipo 2, generada por la resistencia a la insulina. 

Este trabajo de tesis esta enfocado a la diabetes mellitus tipo 1.   

 

2. Diabetes Mellitus. 
La diabetes mellitus  (DM) fue descrita hace más de dos mil años, la primera mención de 

la enfermedad se encuentra en un manuscrito de la cultura Egipcia correspondiente al siglo XV 

antes de Cristo. Sin embargo, fue hasta el siglo pasado que inició la investigación en la 

caracterización bioquímica de esta enfermedad, con el descubrimiento de la insulina se demostró 

que era necesaria para mantener los niveles normales de glucosa en sangre (Harris M y Zimmet 

P., 1997). 

La DM es una enfermedad metabólica caracterizada por niveles elevados de glucosa en 

sangre e intolerancia a la glucosa como consecuencia de una deficiencia en la secreción de 

insulina, resistencia a la insulina o ambas (Harris M y Zimmet P., 1997). Los efectos de la DM 

incluyen el daño, la disfunción y falta de la función de varios órganos como ojos, riñones, 

corazón y vasos sanguíneos. La DM presenta síntomas característicos como poliuria, polifagia, 

polidipsia, pérdida progresiva de peso, pérdida de la visión y procesos infecciosos de repetición. 

En sus formas más severas puede presentar cetoacidosis o un estado hiperosmolar no cetónico 
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que puede conducir a estupor, coma diabético y en ausencia de tratamiento eficaz a la muerte. A 

largo plazo la DM lleva al desarrollo progresivo de complicaciones específicas como retinopatía, 

nefropatía que puede conducir a la falla renal y/o a neuropatía con el riesgo de presentar úlceras 

en pies con la consecuente amputación de la extremidad y la disfunción autonómica, incluyendo 

la disfunción sexual. Adicionalmente, los pacientes diabéticos están en riesgo de presentar 

enfermedades cardiovasculares prematuras y cerebro vasculares (Harris M y Zimmet P., 1997). 

La DM se clasifica por los diversos procesos patológicos involucrados en el desarrollo de 

la enfermedad. Estos incluyen los procesos que dan lugar a la resistencia de la acción de la 

insulina o a una deficiencia en la secreción (Diabetes mellitus tipo 2), en los que se identifica por 

primera vez la hiperglicemia durante el embarazo (Diabetes gestacional), y los procesos 

autoinmunes que destruyen las células β del páncreas con la consecuente deficiencia de insulina 

(Diabetes mellitus tipo 1), entre otros tipos de diabetes (Tabla 1). 

 

 

 

Tabla 1. Clasificación de la Diabetes Mellitus. 

                Tipo de Diabetes  
 

                           Etiología  

                        
                       Tipo 1 
 
 
         
                        
                      Tipo LADA 
(Latent Autoinmune Diabetes in Adults) 
          

 
Destrucción de células β mediada por 
autoinmunidad, se presenta entre los 5 y 20  
años  de edad. 
 
 
Es una variante de la diabetes tipo 1, 
caracterizada por una destrucción lenta de las 
células β y se presenta en adultos. 
 

                      
                        Tipo 2 
 
         
                       Tipo MODY 
(Maturity Onset Diabetes of the Young) 
 

 
Resistencia y defectos en la secreción de la 
Insulina.  
 
Es un subtipo heterogéneo de diabetes mellitus 
tipo 2 que se presenta por una alteración 
genética antes de los 25 años. 
 

                        Gestacional  La hiperglucemia se identifica por primera vez 
durante el embarazo.  
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3. Diabetes Mellitus tipo 1 

La diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) fue denominada autoinmune en 1974 cuando un suero 

de pacientes con enfermedad poliendocrina autoinmune, incluyendo DM, presentó anticuerpos 

contra las células de los islotes pancreáticos. También se observó la presencia de un infiltrado 

linfoide en los islotes pancreáticos llamándose a este proceso inflamatorio “insulitis” (Bottazzo et 

al., 1974). 

La DMT1 es más común en niños, adolescentes y adultos jóvenes; presentándose con una 

mayor frecuencia entre los 5 y 20 años de edad, pero puede presentarse incluso después de los 

cuarenta años de edad. En la mayoría de los casos, la DMT1 se presenta entre los 9 y 13 años de 

edad. Es una excepción que se presente durante el primer año de vida, el porcentaje en este caso 

es menor del 1%, también es relativamente rara entre los dos y siete años (menos del 20%), y 

ocurre en igual porcentaje después de los 15 años (Barcelo et al., 2001). 

Existen varios procesos patogénicos involucrados en el desarrollo de la DMT1, uno de 

ellos es la destrucción autoinmune de las células β del páncreas con la subsiguiente pérdida de la 

secreción de insulina, por lo que los pacientes presentan hiperglicemia, por estas características la 

administración de insulina es esencial. 

En la DMT1 el grado de destrucción de las células β del páncreas es variable, ya que 

inicia rápidamente en algunos individuos y de manera lenta en otros (Zimmet et al., 1994). La 

progresión rápida se presenta comúnmente en niños pero también puede ocurrir en los adultos 

(Humphrey et al., 1998). La progresión lenta generalmente se presenta en adultos y se nombra 

diabetes autoinmune latente de adultos (LADA, por sus siglas en inglés).  

Algunos pacientes, particularmente niños y adolescentes, presentan cetoacidosis como 

primera manifestación de la enfermedad (Japan and Pittsburgh Childhood Diabetes Research 

Groups). Otros presentan hiperglicemia moderada que puede cambiar rápidamente a 

hiperglicamia severa y/o cetoacidosis en presencia de algún tipo de infección. En contraste, los 

adultos pueden llegar a conservar algunas células β funcionales, las suficientes para prevenir la 

cetoacidosis por muchos años (Zimmet PZ, 1995). Sin embargo, todos los pacientes con DMT1 

dependen de la administración de insulina para su sobrevida ya que sin ella corren el riesgo de 

desarrollar hiperglicemias y cetoacidosis con la consecuente muerte (Willis et al., 1996).  
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4. Incidencia  
Actualmente la DM es un problema de salud pública por su alta frecuencia, su alta 

prevalencia, morbilidad, mortalidad y por los altos costos que genera su tratamiento.  

La DM afecta mundialmente a 194 millones de personas (International Federation of 

Diabetes). Aproximadamente del 5-10 % de los pacientes diabéticos corresponden a la DMT1. En 

el mundo hay un total de 1.8 millones de diabéticos tipo 1 (International Federation of Diabetes). 

Las cifras de incidencia de DMT1 varían ampliamente en diversos países. En los países de 

Norte América como Estados Unidos y Canadá se reporta una incidencia anual del 10% 

(Diabetes Epidemiology Research International Group, 1988; Blanchard et al., 1997). Mientras 

que los países de América latina en general no rebasan la incidencia anual del 5%, únicamente en 

Puerto Rico se ha reportado una incidencia del 6.4% (Karvonen et al., 2000; Fraser et al., 1998). 

En contraste, en países como Finlandia y Cerdeña presentan una incidencia elevada del 30 al 

40%, así como en Suecia se ha reportado una incidencia anual del 25%, y en países como Japón y 

China se reportan la incidencia anual del 1% (Green et al., 1990). Por otro lado, en un estudio 

epidemiológico realizado en la población de origen africano del caribe se reportó una incidencia 

del 10.1%; se considera que la alta incidencia es debido a las mezclas genéticas con europeos así 

como a la exposición de factores ambientales (Frase de Llado et al., 1998). 

En México como ocurre en casi todo el mundo, la incidencia de la enfermedad es muy 

baja (1.5 casos por 100 mil por año). Los primeros reportes epidemiológicos confiables datan a 

partir de 1984, hasta ese año se reportaba una incidencia menor del 2%, entre la población de 0 a 

14 años. Fue hasta 1995 que se reportó un incremento en la incidencia del 2.6% entre la 

población de 0 y 14 años de edad (Federación Mexicana de Diabetes; International Federation of 

Diabetes). 

  

5. Fisiopatología 

La DMT1 es una enfermedad multifactorial donde participan tanto los factores genéticos, 

los inmunológicos  como los factores ambientales.  

5.1. Factores Genéticos. 

Los estudios genéticos permiten estudiar de manera eficaz la susceptibilidad a la aparicion 

de diversas enfermedades autoinmunes como la DMT1. Se ha demostrado que la predisposición 

genética es uno de los factores más importantes en la aparicion de esta enfermedad.  
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Las moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en 

inglés) están presentes en todas las especies de vertebrados estudiadas hasta la fecha. En humanos 

se denomina antígeno de leucocitos de humano (HLA) por haber sido encontrado inicialmente en 

leucocitos. Los factores genéticos asociados a la DMT1 incluyen el MHC localizado en el brazo 

corto del cromosoma 6, en la región de las moléculas del HLA. La región HLA es una región 

polimórfica que contiene genes relacionados con la predisposición a desarrollar enfermedades 

autoinmunes como la DMT1. Este polimorfismo la hace importante para identificar los genotipos 

asociados con la enfermedad (Rodríguez et al, 1998; Granados et al;, 1996).  

Este grupo de genes codifican glucoproteínas que interactúan con péptidos antigénicos y 

se expresan en la superficie de las células presentadoras de antígeno (linfocitos B, células 

dendríticas, células de Langerhans, macrófagos) así como en linfocitos T y en células endoteliales  

(Lambert et al., 2004). Los alelos HLA de clase II de mayor susceptibilidad en la DMT1 son: DR, 

DQ y DP. Los haplotipos DR3 y DR4 son los marcadores genéticos más conocidos, están 

presentes en el 95% de los diabéticos de raza caucásica y en el 40-50% de la población general; 

en la población japonesa también es prevalente el haplotipo DR9. Los alelos DQ de clase II como 

DQβ: O3O2, 0201 y DQA: 0301,0501 son los más fuertemente asociados a la diabetes. La 

asociación entre ciertos haplotipos DR y DQ confiere la susceptibilidad a la DMT1 (Bilbao et al, 

1996; Giralt et al., 2003). La susceptibilidad también está asociada a polimorfismos en una 

posición determinada en la secuencia de aminoácidos del DQβ. La secuencia de aminoácidos del 

DQβ contiene un ácido aspártico en la posición 57, este aminoácido forma un puente disulfuro a 

través del extremo de la hendidura de unión al péptido de la molécula DQ. La sustitución del 

ácido aspártico por valina, serina o alanina en la misma posición correlaciona con la 

susceptibilidad a la DMT1. Por otro lado, se ha observado que pacientes portadores del haplotipo 

DQA1 presentan una sustitución de arginina en la posición 52 de la cadena α, esta sustitución 

también está relacionada con el incremento en la susceptibilidad a la enfermedad (Todd et al., 

1987; Khalil et al., 1990).  

En la población mexicana se han asociado los haplotipos DRB1*0404/*0401-DQA1-

*0301-DQB1*0302, así como los alelos HLA B18 y B21 (Gorodezky et al., 2006; Rodríguez et 

al;, 1998). 
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5.2. Factores Ambientales 

Diversos factores ambientales se han asociado al dano observado en el pancreas 

endocrino, contribuyendo a la aparicion de la DMT1. Ejemplos de estos factores son ciertos tipos 

de alimentación y algunas enfermedades virales. Datos epidemiológicos han mostrado que las 

enfermedades virales como la influenza han aumentado el número de pacientes con DMT1 

principalmente en la población infantil (Foulis et al., 1997). La infección congénita por el virus 

de la rubéola incrementa la frecuencia de la DMT1, ya que se ha reportado que el 20% de los 

niños desarrollan la enfermedad después de una infección prenatal (Forrest et al., 1971; Foulis et 

al., 1997). Otras infecciones involucradas son las causadas por Coxsakievirus, Citomegalovirus, 

Echovirus, Rotavirus y el virus de la varicela (Olsson et al., 2005, Karjalainen et al., 1988, Pak et 

al ., 1988).  

Se han sugerido diversos mecanismos por los cuales los virus contribuyen a la inducción 

de la diabetes mellitus autoinmune: 1) infección directa a células β; 2) infección del páncreas 

exocrino, en ambos casos las células β pueden ser dañadas por radicales libres como el óxido 

nítrico e IFNγ, ambos producidos y liberados como consecuencia de la infección viral y del 

proceso inflamatorio; 3) infección de la mucosa intestinal generando un incremento en la 

permeabilidad de la misma a componentes diabetogénicos con pérdida de la regulación 

inmunológica y la generación de células T diabetogénicas; 4) estimulación de células T con 

superantígenos; y 5) mimetismo molecular entre proteínas virales y antígenos propios de las 

células β (Harrison LC, 2005; Karjalainen et al., 1988). El mimetismo molecular se basa en la 

homología que presentan ciertas proteínas virales como la proteína 2 de Rubéola, la proteína 2C 

de Coxsakievirus, la proteína 7 de Cytomegalovirus y la proteína VP7 de Rotavirus con la 

descarboxilasa del ácido glutámico (GAD) y la proteína fosfatasa de tirosina (IA-2) de la célula 

β, lo que desencadena la destrucción autoinmune de las células (Vreugdenhill et al., 1998).  

Las practicas alimenticias en ninos se han asociado al desarrollo de la DMT1. Diversos 

reportes han mostrado que la administración temprana de leche de vaca en la dieta predispone al 

desarrollo de la DMT1 en individuos con susceptibilidad genética, esto se debe al alto contenido 

de proteínas como la seroalbúmina bovina y la β−lactoglobulina (Saukkonen et al., 1994; 

Bodington et al., 1994; Cambranis-Rodríguez et al., 2002; Berdanier et al., 1995). En una 

población infantil finlandesa, con reciente diagnóstico de DMT1, se encontraron anticuerpos IgG 

contra un fragmento de la albúmina sérica bovina de 17 aminoácidos (ABBOS, por sus siglas en 
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inglés). Los anticuerpos contra dicho péptido reaccionan con algunas proteínas de la superficie de 

las células β (p69) lo que sugiere otro ejemplo de  mimetismo molecular. En otro reporte se 

demostró que la administración de proteínas de la leche de vaca a ratas genéticamente 

susceptibles a la DMT1 acelera el desarrollo de la enfermedad. Por otro lado, se ha identificado 

una homología entre el péptido ABBOS y la estructura primaria de las subunidades β de las 

proteínas DQ, DR e I-A (Saukkonen et al., 1994; Bodington et al., 1994).  

 

5.3. Factores Inmunológicos  

Los factores inmunológicos contribuyen a la destrucción de las células β del páncreas 

mediante una reacción inflamatoria generada por linfocitos T CD4+ y T CD8+ autoreactivos, 

macrófagos, células natural killer, linfocitos B y autoanticuerpos (Bottazo et al., 1985; Lacy et 

al., 1994; Savinov et al., 2003; Covarrubias-Espinoza, 2006). 

El uso de ratones diabéticos no obesos (NOD) y de ratas Biobreeding (BB) ha permitido el 

estudio con más detalle de la participación de la respuesta inmunológica en la fisiopatología de la 

DMT1. Los modelos experimentales de DMT1 se asemejan a la enfermedad del humano ya que 

desarrollan de manera espontánea la diabetes al presentar la misma alteración genética que los 

humanos en el MHC. Los ratones NOD inician entre las 3 y 4 semanas de edad con peri-insulitis 

que progresa a una insulitis destructiva a partir de las 8 semanas de edad. La presentación clínica 

de la enfermedad inicia desde las 12 hasta las 16 semanas de edad (edad equivalente a la de los 

adolescentes humanos), y se caracteriza por hiperglicemias, glucosuria, hipercolesterolemia, 

cetonuria, poliuria y polifagia (Like et al., 1982; Jaramillo et al., 1994). 

En los humanos al igual que en los ratones NOD, en estadios avanzados de la enfermedad 

se han encontrado principalmente linfocitos T CD8+ en el infiltrado inflamatorio y únicamente en 

los ratones NOD se ha demostrado que los linfocitos T CD4+ son esenciales para iniciar la 

destrucción de las células β pancreáticas, mientras que los linfocitos T CD8+ potencian el efecto 

(Jaramillo et al., 1994). En los pacientes diabéticos con transplante de páncreas se ha observado 

que la recurrencia de la enfermedad está relacionada con una infiltración de células autoreactivas 

en el injerto pancreático, principalmente de linfocitos T CD8+ citotóxicos (Roep et al., 1996; 

Berdanier et al., 1995). 

La participación de los linfocitos T es esencial en el proceso de destrucción de las células 

β; en ratones NOD la timectomía neonatal previene el desarrollo de la enfermedad, mientras que 
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la diabetes puede ser inducida en ratones NOD neonatos y jóvenes mediante la transferencia  

adoptiva de linfocitos T CD4+ y CD8+ diabetogénicos (Roep et al., 1996). En los ratones NOD 

la destrucción de las células β no es mediada por contacto directo entre el linfocito T CD4+ y la 

célula β, sino que es el resultado del proceso inflamatorio inducido por los linfocitos T CD4+ 

autoreactivos y es dependiente de la presencia de macrófagos (Jaramillo et al., 1994). 

Los linfocitos T CD4+ se dividen en dos subgrupos con diferentes actividades biológicas. 

La clasificación se basa en la producción de citocinas después de una respuesta inmunológica. 

Los linfocitos T CD4+ tipo Th1 se caracterizan por la producción de citocinas pro-inflamatorias 

como IL2, IL18 e IFNγ, las cuales inducen una respuesta inmunológica celular. Mientras que los 

linfocitos T CD4+ tipo Th2 producen citocinas anti-inflamatorias como IL4, IL6, IL10 e IL13 

asociadas con la inducción de una respuesta humoral (Chtanova et al., 2001). 

El proceso inflamatorio tipo Th1 es mediado predominantemente por las quimiocinas 

CXCL10, CCL19, CCL21, que actúan principalmente como quimioatrayentes de monocitos y 

linfocitos T autoreactivos (Rabinovitch et al., 1996). También las citocinas de tipo Th1 (IL2, 

INFγ e IL18) activan a macrófagos, linfocitos T CD4+ y linfocitos T CD8+ citotóxicos, 

permitiendo de esta manera la infiltración de estas células dentro de los islotes pancreáticos 

(Thomas et al., 2002). Asimismo, las citocinas pro-inflamatorias IL1β y TNFα desencadenan 

cascadas de señalización en las células β con la consecuente producción de radicales libres de 

oxígeno causando daño celular y finalmente la muerte celular (Oikawa et al., 2003; Bouma et al., 

2005; Cantor et al., 2005; Ott et al., 2005a; Rhode et al., 2005; Shigihara et al., 2006).  

La respuesta de tipo Th2 es de menor intensidad durante el proceso del daño pancreático, 

sin embargo, se sabe que en la enfermedad también se generan linfocitos Th2 autoreactivos 

siendo su función principal regular a los linfocitos Th1 autoreactivos. Adicionalmente se ha 

observado una anergia de linfocitos Th2 asociada al desarrollo de la DMT1 (Gallichan et al., 

1999).   

En los procesos inflamatorios, además de la participación de los linfocitos Th2 en la 

regulación de éstos, se ha observado que los linfocitos T reguladores también tienen un papel 

central y de gran relevancia en la regulación de las enfermedades autoinmunes. Hasta el momento 

se han descrito 3 tipos de linfocitos T reguladores: los naturales que son inducidos en el timo, los 

adaptativos o TH3 y los Tr1. La diferencia entre estas poblaciones son esencialmente los 

marcadores y las citocinas que expresan. Las células T reguladoras naturales son 
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CD4+CD25+FoxP3+ productoras de TGFβ e IL10; mientras que las TH3 son CD4+CD25-

FoxP3+ productoras de TGFβ y finalmente las Tr1 que son CD4+CD25+FoxP3- y productoras 

de IL10 (Jonuleit et al., 2003; Chatila, 2005). En los ratones NOD se ha observado que el 

funcionamiento adecuado de los linfocitos T reguladores es esencial para evitar la progresión de 

la peri-insulitis a insulitis destructiva, siendo un punto de control importante que evita el avance a 

la diabetes (Ott et al., 2005b). Aunado a esto se ha observado que con la edad el número de 

linfocitos T reguladores productores de TGFβ disminuye en los nódulos linfáticos pancreáticos y 

en los islotes, resaltando no sólo la relevancia en el control de la autoinmunidad sino la 

importancia del TGFβ en el mantenimiento, expansión y funcionamiento de este tipo celular (Du 

et al., 2006; Pop et al., 2006). 

Hasta el momento se desconoce en que momento se presentan auto-anticuerpos, sin 

embargo, en niños los primeros anticuerpos en aparecer están dirigidos principalmente contra la 

insulina (Yu L et al., 1996; Ziegler et al., 1999). Los anticuerpos contra los islotes pancreáticos 

(ICA) suelen ser de la clase IgG dirigidos contra un monogangliosido pancreático (GM2-1), y son 

detectados mediante inmunofluorescencia directa por su unión a células de los islotes en cortes de 

páncreas no fijados (Lendrum et al., 1975). Asimismo, se han detectado anticuerpos dirigidos 

contra la proteína relacionada con la sub-unidad catalítica de la glucosa-6-fosfato específica de 

islotes (IGRP) (Lieherman et al., 2003). En la gran mayoría de los pacientes diabéticos estos 

anticuerpos están presentes hasta nueve años antes de que aparezcan los síntomas y desaparecen 

paulatinamente después del primer año de inicio de la enfermedad (Kukko et al., 2005; Bingley et 

al., 1994).  Aunados a estos auto-anticuerpos, se han detectado anticuerpos dirigidos contra la 

enzima GAD y contra la proteína IA-2, que actualmente son los principales marcadores de 

predicción para la DMT1 (Lu et al., 1996). 

5.4. Factores que participan en la destrucción de las células β. 
 

La destrucción autoinmune de las células β del páncreas es el fenómeno final en el 

desarrollo de la DMT1. Múltiples moléculas de señalización y citocinas están involucradas en 

este proceso incluyendo citocinas proinflamatorias, el óxido nítrico, las especies reactivas del 

oxígeno, las perforinas y granzimas, el ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF, la 

lipoperoxidación, el estrés del retículo endoplásmico y la vía Fas/Fas ligando (FasL), una de las 

principales vías implicadas (Rabinovitch et al., 1998; Suarez-Pinzon et al., 2001).  
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5.4.1 Citocinas.  

Las citocinas implicadas en la destrucción de las células β se expresan a nivel de gen,  

proteína o ambos, entre las células del infiltrado inflamatorio y en el páncreas de ratones NOD, 

ratas BB y en pacientes con DMT1 (Rabinovitch et al., 1994). En células mononucleares del 

infiltrado inflamatorio la expresión del RNA mensajero de IFNγ correlaciona con la destrucción 

de las células β del páncreas de ratones NOD (Rabinovitch et al., 1998; Muir et al., 1995). 

También, IFNγ e IL1β se han  detectado en los linfocitos T del infiltrado inflamatorio de 

pacientes con DMT1 (Foulis et al., 1991; Uno et al., 2007). Adicionalmente, se encontró 

incrementada en la expresión del RNA mensajero y la proteína de IFNα en el páncreas y en 

células β de pacientes con DMT1 con respecto al páncreas de humanos controles (Rabinovitch et 

al., 1998; Huang et al., 1995). En ratas BB, la expresión de IFNα precede la insulitis (Huang et 

al., 1994), mientras que la expresión transgénica de IFNα en ratones normales induce la 

destrucción autoinmune de las células β (Stewart et al., 1993). IFNα puede ser producida por 

muchas células infectadas con virus por lo que estas evidencias sugieren que un estímulo inicial, 

posiblemente viral, pudiera inducir la producción de IFNα, el cual puede reclutar células del 

sistema inmunológico y en consecuencia estas células pueden dañar a las células β productoras 

de  IFNα.  

Por otro lado, se ha observado que el tratamiento in vitro con IL1β e IFNγ reduce los 

niveles del RNA mensajero de la insulina, la secreción de la insulina en respuesta a la glucosa y 

la viabilidad en células β de rata y de islotes pancreáticos de humano (Matsuda et al., 2005). De 

forma similar, la presencia de IL1β e IFNγ  estimula la expresión de la enzima óxido nítrico 

sintasa inducible en islotes pancreáticos de humano, lo cual induce un incremento en la 

concentración de óxido nítrico, inhibiendo la secreción de insulina en respuesta a la glucosa 

(Matsuda et al., 2005).  

Otra citocina proinflamatoria implicada en la destrucción de las células β es TNFα, a 

bajas concentraciones induce muerte celular mediante la vía del óxido nítrico, mientras que a 

altas concentraciones induce apoptosis por vías independientes (Daunger et al., 1996). El 

tratamiento con TNFα activa cascadas de señalización induciendo apoptosis mediante la 

activación de caspasas en las células β de ratón que expresan receptores para TNF y Fas (Ishizuka 

et al., 1999). Adicionalmente, se ha reportado que IFNγ y TNFα inducen apoptosis a través de la 
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activación de factores de trascripción como STAT1 y del factor regulador de IFN1 en células β y 

en islotes de ratones NOD (Suk et al., 2001).  Las citocinas proinflamatorias IL1β, TNFα, TNFβ 

e IFNγ se unen a receptores específicos en las células β e inducen la activación de diferentes vías 

de señalización que llevan a la muerte celular, sin embargo no están totalmente caracterizadas.  

Las citocinas proinflamatorias contribuyen a la destrucción de las células β de manera 

indirecta, promoviendo el desarrollo de la insulitis a través de la inducción de las quimiocinas 

CXCL10, CCL19 y CCL21, que actúan principalmente como quimioatrayentes de monocitos y 

linfocitos T autoreactivos (Rabinovitch et al., 1996). También, inducen la expresión de moléculas 

del complejo mayor de histocompatibilidad clase I y II incrementando la presentación de 

antígenos propios de las células β e inducen la expresión de moléculas de adhesión tipo ICAM-1 

(Walter et al., 2003).  Los efectos que ejercen las citocinas proinflamatorias incrementan la 

susceptibilidad de las células β al ataque de los linfocitos T autorreactivos e indirectamente 

contribuyen con su muerte.  

 

5.4.2 Radicales libres del oxigeno y oxido nítrico. 

Existen diversos reportes que han demostrado que los radicales libres de oxígeno y el 

óxido nítrico afectan la función de las células β e inducen su destrucción en la DMT1. Las células 

β pancreáticas son altamente vulnerables al daño por los radicales libres, como los que se generan 

por alloxano (Malaisse et al., 1982), esto se ha atribuido, al menos en parte, a la baja actividad de 

enzimas antioxidantes (e.g. superóxido dismutasa, glutatión peroxidasa y catalasa) en células de 

islotes pancreáticos de ratas BB y ratones NOD (Rabinovitch et al., 1998). Además, se ha 

observado que el tratamiento con antioxidantes (deferoxamina, nicotinamida, superóxido 

dismutasa, α-tocoferol, probucol y lazaroide) confieren protección contra el desarrollo de la 

diabetes mellitus en ratones NOD y ratas BB (Rabinovitch et al., 1998). Adicionalmente, se 

reportó que los antioxidantes protegen a las células β de los efectos citotóxicos inducidos por las 

citocinas  proinflamatorias (Rabinovitch et al., 1998). 

 En otros estudios se ha reportado que las citocinas IL1, TNFα e IFNγ, solas o en 

combinación, inducen un incremento en la lipoperoxidación y la destrucción de islotes de 

Langerhans de rata y humano (Rabinovitch et al., 1992; Rabinovitch et al., 1996). Asimismo, se 

ha reportado que estas citocinas inhiben la liberación de insulina sin incrementar la 

lipoperoxidación en islotes de rata (Rabinovitch et al., 1992). Recientemente, se reportó que la 
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combinación de las citocinas IL1, TNFα e IFNγ induce la formación de un amplio espectro de 

aldehídos en islotes pancreáticos de rata, estos aldehídos resultan altamente tóxicos a las células β 

(Suarez-Pinzon et al., 1996).  En conjunto, estas evidencias sugieren que la destrucción de las 

células β inducida por las citocinas proinflamatorias involucra la  producción de radicales libres 

de oxígeno, la lipoperoxidación y la generación de aldehídos que son tóxicos para las células β.  

 Por otro lado, se ha reportado que el óxido nítrico inducido por IL1β bloquea la secreción 

de insulina en islotes de rata (Southern et al., 1990). También, las citocinas proinflamatorias 

IL1β, TNFα e IFNγ  inducen la expresión de la enzima del óxido nítrico sintasa  y la producción 

de óxido nítrico en  macrófagos, células endoteliales y en células β de ratones NOD (Rabinovitch 

et al., 1998).  El uso de inhibidores específicos de la enzima óxido nítrico sintasa previene la 

inhibición de la oxidación de la glucosa, la inhibición de la secreción de insulina, ambas 

inducidas por IL1β, también previene la inhibición de la actividad de la enzima aconitasa 

inducida por IL1β en islotes de Langerhans  y en células β de rata (Corbett et al., 1991; Corbett et 

al., 1992). Estos reportes sugieren que el mecanismo por el cual el óxido nítrico inducido por 

IL1β inhibe la liberación de insulina podría ser, al menos en parte, a través de la inhibición de 

enzimas mitocondriales esenciales para la oxidación de la glucosa y la liberación de la insulina 

como la aconitasa. En conjunto estos reportes demuestran que el óxido nítrico producido extra e 

intracelularmente es citotóxico para las células β pancreáticas.   

 

5.4.3 Receptores Fas  

Fas y su ligando Fas L, pertenecen a la familia de las proteínas TNF, que participan 

principalmente en la inducción de apoptosis. La unión de Fas a FasL resulta en la apoptosis en las 

células que expresan Fas, por medio de la activación de la vía de las caspasas generando la 

fragmentación del ADN y posteriormente la muerte celular ( Pearl-Yafe et al., 2007). 

Las células β son capaces de expresar Fas en respuesta al ataque de los linfocitos T 

citotóxicos autoreactivos (Rabinovitch et al., 1998). Se ha observado que cuando islotes 

pancreáticos son transplantados a ratones NOD, las células β expresan Fas y son destruidas 

rápidamente por  células del infiltrado inflamatorio (Suarez-Pinzon et al., 1999). También, las 

citocinas proinflamatorias IL1β, TNFα, TNFβ e IFNγ liberadas por células del infiltrado 

inflamatorio inducen la expresión de Fas en células β de ratones NOD, induciendo la apoptosis 



 20

mediada por FasL ( Pearl-Yafe et al., 2007). Además, se ha reportado que Fas se expresa en 

células β de pacientes con DMT1, adicionalmente se encontró la expresión de Fas en células β 

sólo en los islotes con infiltrado inflamatorio mas no en islotes sin infiltrado inflamatorio, lo que 

sugiere que las células que infiltran el islote pancreático inducen la expresión de Fas en células β 

(Moriwaki et al., 1999). Se ha observado que únicamente las células β tratadas in vitro con 

citocinas proinflamatorias mueren por apoptosis (Pearl-Yafe et al., 2007). También, se ha 

reportado que los linfocitos T CD4 autoreactivos destruyen específicamente a células β tratadas 

previamente con citocinas proinflamatorias y que expresan Fas (Amrani et al., 2000). Estos 

reportes en conjunto, sugieren que la destrucción de las células β por Fas/FasL es dependiente de 

las citocinas proinflamatorias. 

Los factores producidos y liberados por las células del infiltrado inflamatorio, 

principalmente citocinas proinflamatorias, especies reactivas del oxígeno y nitrógeno, tienen la 

capacidad de inducir la destrucción de las células β de una manera inespecífica. Los macrófagos 

activados producen radicales libres de oxígeno y nitrógeno; estos radicales libres pueden dañar la 

membrana plasmática de las células β y causar daño intracelular. Además, los macrófagos y 

linfocitos T activados producen IL1β, TNFα, TNFβ e IFNγ. Estas citocinas proinflamatorias se 

unen a receptores específicos en células β activando diferentes vías de señalización. Una de las 

cuales, activa a fosfolipasas induciendo un incremento en la formación de radicales libres de 

oxígeno. Las citocinas IL1β, TNF e IFNγ activan la síntesis de la óxido nítrico sintasa e 

incrementan la producción del óxido nítrico. Los radicales libres de oxígeno y del nitrógeno 

pueden actuar de manera conjunta o separada. Estos radicales libres pueden inactivar proteínas 

citosólicas y mitocondriales, disminuyendo la glicólisis y llevando a una disminución de los 

niveles de ATP, como consecuencia se ve afectada la secreción de la insulina. Altas 

concentraciones o la producción prolongada de radicales libres puede incrementar el daño a 

fosfolípidos de membrana, enzimas (aconitasa, esencial para la degradación de la glucosa y 

liberación de la insulina) y al DNA, esenciales para la sobrevida, lo que resulta en la muerte de 

las células β productoras de la insulina, desencadenando así el cuadro clínico de la DMT1.  

  

5.5. Deficiencia de la insulina en la DMT1.  

La deficiencia en la secreción de la insulina conlleva a complicaciones metabólicas severas como 

la hiperglicemia y la cetaoacidosis. La hiperglicemia se origina debido a una incapacidad de las 
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células para capturar y usar la glucosa en ausencia de la insulina. La pérdida de la secreción de la 

insulina induce un incremento de las hormonas contra-reguladoras, desviando el metabolismo 

hacia la hiperglicemia, acidosis y cetoacidosis. El aumento en la producción de glucosa hepática 

y la disminución en la captura periférica de glucosa son las principales causas de hiperglicemia 

vistas en la diabetes.  

En ausencia de la insulina, el glucagon es la principal hormona para el metabolismo de los 

carbohidratos a nivel hepático. El glucagon estimula la liberación de glucosa en el hígado a partir 

de la inducción de la gluconeogénesis y glucogenólisis. El glucógeno hepático es transformado a 

glucosa y liberado al torrente sanguíneo. La deficiencia de insulina y el aumento del glucagon 

aumentan la producción de glucosa hepática a partir de las grasas y las proteínas. La oxidación de 

ácidos grasos lleva a la formación de cuerpos cetónicos e inhibe la conversión de acetil coenzima 

A por la acetil coenzima A carboxilasa a malonil coenzima A, el cual es el primer intermediario 

en la vía de la lipogénesis. Esta inhibición origina que los ácidos grasos no puedan entrar al ciclo 

del ácido cítrico y en su lugar penetran la mitocondria, donde son oxidados con la consecuente 

formación de cuerpos cetónicos (acetoacetato y betahidroxibutirato) (Fleckman et al., 1993). La 

deficiencia de insulina y el aumento de las hormonas contra-reguladoras incrementan la 

degradación de proteínas, proporcionando así aminoácidos para aumentar la gluconeogénesis.  

La insulina inhibe la acción lipolítica del cortisol y de la hormona del crecimiento. Por lo tanto, la 

deficiencia de insulina afecta los niveles en circulación de ácidos grasos. Éstos son metabolizados 

por vías metabólicas alternativas. El exceso de ácidos grasos y de ácido láctico contribuye a 

disminuir el pH. La principal alteración que se observa en la cetoacidosis es el aumento en los 

niveles de ácido beta-hidroxibutirico más que acetona o acetoacetato (Delaney et al., 2000). 

 

 6. Terapia farmacológica 
 Como se mencionó previamente, la DMT1 es una enfermedad autoinmune generada por 

destrucción de las células β del páncreas productoras de insulina. La deficiencia en la secreción 

de insulina ,  por lo tanto no es una enfermedad que tenga un tratamiento curativo. Sin embargo, 

existen tratamientos para el manejo de esta enfermedad.  
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6.1. Insulina  

El tratamiento actual en humanos es la administración exógena de insulina y la aplicación 

de diferentes medidas para controlar los niveles de glucosa en circulación, y de esta manera poder 

prevenir las complicaciones futuras y la muerte. Las medidas preventivas son: 1) mantener 

niveles de glucemia en ayuno entre 90 y 110 mg/dl; 2) evitar situaciones de hiperglucemia, 

hipoglucemia, cetosis y cetoacidosis; 3) mantener un estado psicológico saludable logrando un 

desarrollo y crecimiento normales; 4) prevenir el desarrollo de complicaciones tardías como la 

retinopatía, neuropatía, nefropatía y enfermedad macrovascular (Zúñiga et al., 1995).  

El descubrimiento de la insulina por Banting y colaboradores (Banting et al., 1921), 

marcó el inicio del tratamiento de una enfermedad que se creía terminal y no tratable. A partir de 

1926 se comenzó a utilizar insulina de origen animal para el tratamiento de la DM. En 1922 Abel 

y colaboradores  aisló y purificó los cristales de insulina en presencia de iones de zinc y a esta 

insulina se le llamó insulina cristalina, insulina soluble o insulina regular. Por muchos años, la 

insulina que se utilizó para el tratamiento de la diabetes fue obtenida y purificada de origen 

animal (bovino, porcino). Para la década de los 80´s, se obtuvieron dos formas de insulina 

recombinante idéntica a la humana por medio de Ingeniería Genética (Rosenfeld et al.,2002). 

Actualmente la administración de insulina es por vía subcutánea, sin embargo, recientemente se 

ha reportado que la insulina inhalada también normaliza los niveles de glucosa en humanos con 

DM tipo 1 y 2 (Skyler et al., 2005; Quattrin et al., 2004). 

 A nivel experimental la administración oral de insulina reduce la incidencia de la 

diabetes, prolonga la sobrevida en ratones NOD y confiere protección contra la diabetes en ratas 

BB ( Harrison et al., 1996; Hartman et al., 1997; Zhang et al., 1991; Gotfredsen et al., 1985). El 

efecto protector de la insulina oral puede ser potenciado mediante la administración conjunta de 

IL10, antígenos bacteriales como OM-89 o antígenos de Schistosoma sp, los cuales generan una 

respuesta protectora de tipo Th2 (Harrison LC, 2005). Por otro lado, la fusión de la insulina a la 

subunidad B de la toxina del cólera (CTB) confiere protección contra el desarrollo de la diabetes 

en ratones NOD. Asimismo, la administración oral de insulina y CTB-insulina en ratones NOD 

induce un cambio de una respuesta patogénica tipo Th1 a una respuesta protectora tipo Th2 

asociada a la inducción de células TCD4+ reguladoras (Bergerot et al., 1997; Ploix et al., 1999). 

Adicionalmente, la administración de papas transgénicas que expresan el conjugado CTB-

insulina protegen de la diabetes a los ratones NOD (Arakawa et al., 1998). 
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6.2. Fármacos Inmunosupresores  

 El uso de fármacos inmunosupresores como la Azatioprina, Ciclosporina A (CsA), 

Tacrolimus (FK506), Rapamicina y Prednisolona, ofrecen buenos resultados, sin embargo, estos 

tratamientos sólo retrasan la progresión de la diabetes en algunos pacientes. No se ha observado 

un efecto a largo plazo y la interrupción del tratamiento causa la recurrencia del proceso 

autoinmune. Se ha observado que los pacientes que reciben una combinación de fármacos como 

Prednisolona y CsA presentan remisiones mayores. Además, la inmunosupresión farmacológica 

siempre tiene un riesgo debido a los efectos secundarios incluyendo la supresión en la función de 

la medula ósea, formación de úlceras, neumonitis, deterioro de la función renal, edema periférico, 

diarrea, pérdida de peso, fatiga y recientemente se ha reportado que el uso prolongado de 

fármacos inmunosupresores incrementa el riesgo a desarrollar cáncer (Boitard et al., 1991; Roep 

et al., 1996; Rother et al., 2004; Bosmans et al., 2007; Gutierrez-Dalmau et al., 2007). 

 

6.3. Transplante de Páncreas 

 El transplante de páncreas tiene como objetivo el llevar al paciente diabético a una 

situación de insulino-independencia, disminuir o prevenir las complicaciones evolutivas de la 

diabetes y mejorar la calidad de vida de los pacientes. Se ha observado que el doble transplante 

páncreas-riñón presenta mejores resultados, la sobrevida es significativamente mayor en los 

pacientes con el doble transplante (65%), que los pacientes que solamente recibieron el 

transplante de páncreas (26%) (Ruso, 1999; Rother et al., 2004). 

Los pacientes con transplante de páncreas, como en cualquier otro tipo de transplante, 

deberán de someterse de por vida al tratamiento con fármacos inmunosupresores para prevenir el 

rechazo del órgano transplantado. Aunque el transplante de páncreas mejora la calidad de vida de 

los pacientes con DMT1, existen pacientes que controlan la progresión de la enfermedad 

autoinmune con el tratamiento de insulina, mientras que otros desarrollan complicaciones 

secundarias al tratamiento con CsA después del transplante. Adicionalmente, existe un alto riesgo 

de perder el órgano transplantado (Ruso, 1999; Rother et al., 2004). 

Para un porcentaje importante de pacientes el transplante de páncreas representa la mejor  

manera de controlar o regular la DMT1, evitando así las complicaciones relacionadas con esta 

enfermedad. En este sentido, el transplante de islotes pancreáticos es otra alternativa para el 
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tratamiento de la DMT1. Este procedimiento consiste en extraer islotes de Langerhans del 

páncreas del donante para luego ser transplantados en el hígado del paciente diabético dentro de 

una cápsula renal, restaurando así la capacidad de producir insulina( Rother et al., 2004; Shapiro 

et al., 2000). A diferencia del transplante de páncreas, el transplante de islotes es un 

procedimiento quirúrgico relativamente sencillo, económico y más seguro, sin embargo, los 

receptores de transplantes de islotes también deben de someterse a un tratamiento de insulina y 

fármacos inmunosupresores para evitar el rechazo (Rother et al., 2004; Shapiro et al., 2000) 

A nivel experimental recientemente se reportó que el xenotransplante de islotes 

pancreáticos de cerdo normaliza los niveles séricos de glucosa en los ratones NOD. Este tipo de 

transplante ofrece una nueva alternativa para el tratamiento de la DMT1, ya que durante más de 

60 años los humanos DMT1 fueron tratados con insulina de origen porcino (Rother et al., 2004). 

Adicionalmente, los islotes pancreáticos de cerdo responden a la glucosa en el mismo rango 

fisiológico que los islotes de humano  (Rother et al., 2004). Sin embargo, el xenotransplante de 

islotes de cerdo en humanos aun no ha sido explorado debido a que los humanos expresan altos 

títulos de anticuerpos contra la galactosa α y los islotes de cerdo presentan residuos de galactosa, 

lo que generaría un rechazo agudo. Aunado a lo anterior, las células de cerdo contienen retrovirus 

endógenos lo que podría generar una posible infección a células humanas (Eventov-Friedman et 

al., 2006). 

 

6.4. Inducción de Tolerancia. 

Diversas evidencias a nivel experimental sugieren que la modulación inmunológica a 

través de diversas metodologías puede prevenir, revertir o disminuir la destrucción de las células 

β pancreáticas y podría ser utilizada en humanos.  

El desarrollo de autoinmunidad en ratones NOD puede ser prevenida al inducir una 

estimulación inmunológica selectiva mediante la administración de antígenos propios. Esta 

prevención se asocia a la inducción de tolerancia específica a estos antígenos (Raz et al., 2006). 

Aunque algunas moléculas tienen un papel importante en la patogenia de la diabetes 

autoinmune, el antígeno propio responsable de iniciar la diabetes permanece sin ser identificado. 

Entre los antígenos candidatos propuestos están la sub-unidad B de la insulina  y la sub-unidad 

catalítica de la glucosa-6-fosfato que son específicas de las células β, la GAD que se expresan 

tanto en las células β como en otros tejidos, y la proteína de choque térmico 65 (Hsp65) que se 
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distribuye extensamente en todas las células. Adicionalmente, se ha encontrado que estas 

moléculas pueden ser el blanco de auto-anticuerpos y células T autoreactivas patogénicas (Raz et 

al., 2005).  

La inmunización intermitente con la cadena β de la insulina reduce la diabetes en los 

ratones NOD y las ratas BB (Muir et al., 1995; Liu et al., 2005; Rabinovitch et al., 1998). En 

contraste, ensayos similares en humanos utilizando una terapia intensiva de insulina oral o 

parenteral no han mostrado ningún efecto sobre la progresión de la diabetes ni sobre el proceso 

autoinmune ( Raz et al., 2005). Sin embargo, se ha reportado que en estudios clínicos en fase I la 

inmunización con un péptido modificado de la cadena β de la insulina, NBI-6024, modula el 

perfil Th1 hacia una respuesta protectora tipo Th2 en los pacientes diabéticos tipo 1 (Alleva et al., 

2006). La importancia de estos resultados sobre el estado clínico de la diabetes está actualmente 

bajo investigación en un estudio clínico fase II. 

Por otro lado, el tratamiento con péptidos derivados de GAD (el péptido GAD65, la 

isoforma GAD67, entre otros), plásmidos de DNA y virus que expresan GAD reducen la 

severidad de la insulitis y previenen el desarrollo de la diabetes en ratones NOD (Raz et al., 

2005). En pacientes con diabetes tipo LADA se ha reportado la eficiencia y seguridad del péptido 

recombinante GAD65 (Agardh et al., 2005). Por otro lado la inyección de p277, un péptido 

derivado de Hsp65, previene la insulitis y la diabetes en ratones NOD y ratones diabéticos 

inducidos por streptozotocina (Raz et al., 2005). La administración del péptido DiaPep277 

mantuvo la secreción endógena de insulina, disminuyó la necesidad de insulina exógena y 

preservó la función de las células β en humanos con reciente diagnóstico de diabetes (Raz et al., 

2007).  

6.5. Citocinas y anticuerpos 

El proceso inflamatorio al inicio de la diabetes autoinmune es causado por el efecto de los 

linfocitos Th1 y propagado por la secreción de las citocinas pro-inflamatorias como IL1β, IL2, 

IL18, TNFα e INFγ (Rabinovitch et al., 1998). Se ha reportado que este proceso puede ser 

controlado por citocinas anti-inflamatorias tipo Th2 como IL4 e IL10. El tratamiento con 

citocinas recombinantes de humano (IL4, IL10 e IL13) previene la diabetes en ratones NOD y en 

ratas BB, también revierten la destrucción de células β pancreáticas inducida por estreptozotocina 

en ratones BALB/c (Cameron et al., 1997; Pennline et al., 1994; Tominaga et al., 1998; Zaccone 

et al., 1999; Wood et al., 1999). Por otro lado, la administración de plásmidos y vectores virales 
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que expresan IL4 e IL10 confieren protección contra la diabetes en ratones NOD y en ratas BB 

(Lee et al., 2002; Hayashi et al., 2003; Zipris et al., 2002; Wolfe et al., 2002; Goudy et al., 2001). 

Asimismo, el transplante de células dendríticas transfectadas que expresan IL4 induce un perfil 

tipo Th2 en las células T, previniendo de esta manera la diabetes en ratones NOD (Feili-Hariri et 

al., 2003). Sin embargo, el efecto de las citocinas antiinflamatorias, como IL4 e IL10 en el 

tratamiento de la DMT1 en humanos aún no se ha explorado. 

Adicionalmente, se ha observado que el tratamiento con anticuerpos anti-CD3 previene y 

revierte el desarrollo de la diabetes en los ratones NOD y las ratas BB (Herold et al., 2003; 

Chatenoud et al., 1994). Igualmente en humanos el tratamiento con anticuerpos monoclonales 

anti-CD3 durante un año incrementa la secreción de insulina en pacientes diabéticos tipo 1 

(Herold et al., 2002). 

 

7. La silymarina 

Hasta el momento el manejo terapéutico de la DMT1 se ha limitado principalmente a la 

administración de insulina y al control de la glucosa sérica, pero no a la recuperación de la 

función del páncreas por lo que es necesario encontrar nuevas terapias farmacológicas. Entre los 

fármacos en estudio se ha propuesto a la silymarina para el tratamiento de esta enfermedad. 

La silymarina es un flavonoide polifenólico obtenido de las semillas y frutos de la planta 

Silybum marianum (también conocido como Cardus marianus). Las semillas se han utilizado 

desde hace 2000 años para tratar diversas enfermedades hepáticas, como cirrosis inducida por 

alcohol, hepatitis viral crónica, hepatitis viral aguda, colelitiasis crónica, envenenamiento por  

químicos y toxinas ambientales, incluyendo mordidas de serpientes, insectos y envenenamiento 

por hongos (Wellington et al., 2001). El uso de esta planta medicinal fue registrado por 

Theoprastus por primera vez en el siglo 4 A.C. bajo el nombre de “Pternix”, más tarde fue 

mencionada por Dioskurides en sus escritos de “Materia médica” y por Plinius en el siglo 1 D.C. 

Posteriormente, en el siglo 16 se vuelve a mencionar en todos los herbarios medicinales escritos 

por diversos autores de Europa central como  Hildegarda von Bingen (1098-1179), Hyeronymus 

Bock (1593), Jacobs Theodorus (1664), Mattioli (1626), Valentín (1719) y Von Haller (1755). 

Actualmente se continúa usando como planta medicinal (Morazzoni et al., 1995; Kren et al., 

2005; Wellington et al., 2001).        
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El compuesto activo de esta planta medicinal es silymarina, un extracto estandarizado 

obtenido de las semillas y frutos de S. marianum. El 80% del extracto contiene una mezcla de 

cuatro isómeros flavonoides con una fórmula empírica C25H22O10 [silybina (sinónimo de 

silybinina), isosilybina, silydianina y silycristina] y aproximadamente un 20% de una fracción 

química no identificada de compuestos polifenólicos (Figura 1). Los flavonoides están 

conformados por un 70% de silybina que es el principal componente activo, seguido de un 20% 

de silycristina, 10% de silydianina y 5% de isosilybina (Kren et al., 2005; Wellington et al., 2001; 

Pradhan et al., 2006). 

Los efectos farmacológicos de la silymarina han sido estudiados ampliamente  in vitro  e 

in vivo tanto en animales como en humanos (Tabla 2 y 3). La silymarina presenta principalmente 

efectos antioxidante, hepatoprotector, citoprotector, anticarcinogénico, inmunomodulador y 

antiviral.  
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Figura 1. Estructura química de los principales flavonoides de la silymarina (Sonnenbichler et al., 

1999). 

 

7.1. Efecto antioxidante, hepatoprotector y citoprotector 

La silymarina confiere protección contra el estrés oxidativo inducido por diversos agentes 

tóxicos como α-amanita, palloidina, tertacloruro de carbono, fumonisina B1, concanavalina A, 

paracetamol, D-galactosamina, ciclosporina A y etanol; este efecto protector es principalmente a 

través de sus propiedades antioxidantes (Tabla 3).  

Los mecanismos de acción del efecto hepatoprotector y citoprotector involucran diversos 

eventos bioquímicos. Se ha observado que la silymarina incrementa la transcripción del RNA 

ribosomal, la síntesis de ribosomas y subsecuentemente la biosíntesis de proteínas con actividad 

enzimática antioxidante (e.g. superóxido dismutasa, glutatión peroxidasa y catalasa) (Wellington 

et al., 2001, Soto et al., 2003). Igualmente incrementa la estabilidad de la membrana celular a 

través de la depuración de radicales libres inducidos por el estrés oxidativo (Conti et al., 1992; 

Wellington et al., 2001; Pascual et al., 1993; Soto et al., 2003).  

A nivel clínico y farmacológico la silymarina se ha utilizado ampliamente para el 

tratamiento de enfermedades hepáticas. Diversos estudios muestran que el tratamiento con 

silymarina incrementa significativamente la expresión y la actividad enzimática de superóxido 

dismutasa en linfocitos y eritrocitos de pacientes con cirrosis hepática crónica (Feher et al., 1987; 

Feher et al., 1990). Además, la silymarina mostró un incremento en los niveles de glutatión y 

glutatión peroxidasa en suero de pacientes con cirrosis hepática crónica (Feher et al., 1986; Feher 

et al., 1998; Müzes et al., 1991). Adicionalmente se observó que la administración de silymarina 

reduce los niveles séricos de malondialdehído en pacientes tratados con drogas psicotrópicas 

(Palasciano et al., 1994).  

 En pacientes con DM tipo 2 con cirrosis ha reportado que el tratamiento con la silymarina 

durante 12 meses redujo la lipoperoxidación en hepatocitos, la resistencia a la insulina, 

disminuyó los niveles séricos de glucosa y la glucosuria; también disminuyó significativamente 

la sobreproducción endógena de insulina y la necesidad de administración exógena de insulina  

(Velussi et al., 1997; Lirussi et al., 2002).        
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7.2. Efecto anticarcinogénico 

En cuanto al efecto anticarcinogénico se ha demostrado que el tratamiento con silybina o 

silymarina inhibe el crecimiento e induce la apoptosis de las células de carcinoma de piel, de 

cérvix, de próstata, de colon, de ovario y de mama, tanto de origen murino como de humano 

(Zhao et al., 1999; Provinciali et al., 2007). Asimismo, silybina potencia el efecto protector de 

doxorubicina, cisplatina y carboplatina en células de humano con carcinoma de pecho 

dependientes e independientes de estrógenos (Bokemeyer et al., 1996). Adicionalmente se ha 

demostrado que silybina es capaz de inhibir la activación constitutiva de NFκB y la activación 

inducida por TNFα (Dhanalakshmi et al., 2002). También se ha reportado que silybina induce 

apoptosis e inhibe la angiogénesis, un fenómeno esencial para el crecimiento de tumores y 

metástasis (Yoo et al.,  2004). Por otro lado, se ha reportado que la administración de silymarina 

confiere protección contra la carcinogénesis en diferentes modelos animales e inhibe el 

crecimiento del cáncer ovárico humano transplantado en ratones a tímicos (Katiyar et al., 1997; 

Kren et al., 2005; Lahiri-Chatterjee et al., 1999; Gallo et al., 2003). 
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  Tabla 2. Efectos farmacológicos in vitro de la silymarina (modificado de Wellington et al., 2001). 

Compuesto Dosis Efecto 

silymarina  0.05 µmol/L 
Reduce la toxicidad inducida por paracetamol en hepatocitos y células epidermales de 

humano (Wellington et al., 2001). 

silymarina  
  25 y 50       

   mg/L 

Inhibe la activación del receptor del factor de crecimiento epidermal humano inducida por el 

ligando sin afectar los niveles de esta proteína (Wellington et al., 2001). 

silymarina  50 µmol/L 
Suprime la activación de NF-κB, cinasa N-terminal c-Jun y la apoptosis inducida por TNF 

en linfocitos de humano (Manna et al., 1999) 

 

silymarina  

 

 

75, 100 y 150 

µg/ml 

Inhibe el crecimiento, actividad de cinasas dependientes de ciclina y arresta el ciclo celular 

en G1 en células de humano con carcinoma de próstata (Zi et al., 1998b). 

silymarina 
 

100 µmol/L 

Confiere protección contra la citotoxicidad inducida por IL1β e IFNγ en islotes pancreáticos 

y restablece la secreción de insulina en células β  de humano (Matsuda et al., 2005). 

 

silymarina 

 

0.5 mmo/L 

Inhibe la expresión y liberación de TNFα, IL1α e IL6 inducida por etanol y metotrexato en 

hepatocitos  de rata y humanos (Neumen et al., 1999). 

silymarina,     

   silybina 

 

100  µmol/L 

Inhiben el crecimiento y la síntesis de DNA en células de humano con carcinoma de 

próstata, pecho y cérvico (Wellington et al., 2001). 

    

    silybina 

100, 200 y 300 

µmol/L 

Inhibe el crecimiento,  citotoxicidad, actividad de cinanasas dependientes de ciclinas, arresta 

el ciclo celular en G1 e induce apoptosis en células de humano con carcinoma hepatocelular 

(Varghese et al., 2005). 

     

    silybina 

 

  50, 100   

   µg/ml 

Inhibe el crecimiento, actividad de cinasas dependientes de ciclinas, arresta el ciclo celular 

en G1 y G2 e induce apoptosis en células de humano con carcinoma de colon (Agarwal et 

al., 2003). 

    silybina   10mg/ml  
Inhibe la liberación de histamina inducida por anticuerpos IgE y el péptido f-met en 

basófilos de humano (Wellington et al., 2001). 

    silybina  25 mg/L 
Inhibe la blastogenesis inducida por anticuerpos monoclonales anti-CD3 en linfocitos de 

humanos (Wellington et al., 2001). 

    silybina   10-4 mol/L 
Inhibe la proliferación y transformación de hepatocitos estelares de rata  (Wellington et al., 

2001). 

    silybina   50 mg/L Triplica la síntesis del RNA ribosomal en hepatocitos de rata (Wellington et al., 2001).  

 

El mecanismo por el cual la silymarina ejerce su efecto anti-carcinogénico no está 

totalmente comprendido, pero se ha demostrado que podría ser a través de la inhibición de la 

activación de  receptores cinasas de tirosina, cinasas dependientes de ciclina, proteínas de cinasa 

activadas por mitógenos (MAPK), la expresión de TNFα y la activación de factores de 

transcripción como NF-κB inducido por TNF-α (Manna et al., 1999;  Zi et al., 1998a; Zi et al., 

1998b; Zi et al., 1997; Dhanalakshmi et al., 2002). Adicionalmente se ha reportado que la 

silybina causa un cambio en la expresión de Bax/Bcl2 favoreciendo la apoptosis; también induce 
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la liberación del citocromo C, la activación de las caspasas 3 y 9, y la fragmentación de poly-

ADP-ribosa polimerasa (PARP) (Yoo et al., 2004). En conjunto, estos reportes sugieren que la 

silymarina ejerce sus efectos anti-carcinogénicos, al menos en parte, a través de la inducción de 

apoptosis vía modulación de  NF-κB, de proteínas de la familia Bcl-2 y de caspasas. 

 

7.3. Efecto antiviral  

 La silymarina es utilizada en pacientes con hepatitis viral, pero su eficacia permanece 

desconocida. El efecto antiviral de la silymarina se ha evaluado en diferentes ensayos clínicos 

con diferentes resultados.  

El tratamiento de tres semanas con silymarina reduce significativamente los niveles en 

suero de aspartato y bilirrubina en pacientes con hepatitis A o B (Magliulo et al., 1978). Otro 

estudio reportó la disminución de los niveles séricos de alanina aminotransferasas en pacientes 

con hepatitis viral crónica tratados con silymarina (Tanasescu et al., 1988). También se ha 

reportado que el tratamiento de ocho meses con la silymarina en combinación con ácido 

ursodeoxycólico reduce significativamente los niveles en suero de aspartato, alanina 

aminotransferasa y γ-glutamiltransferasa en pacientes con hepatitis viral crónica (Mori et al., 

1995). El tratamiento por dos meses con silybina disminuyó significativamente los niveles en 

suero de aspartato en pacientes con hepatitis C tratados (Mayer et al., 2005). También se ha 

observado que el tratamiento con la silymarina disminuye los niveles de alanina 

aminotransferasas y aspartato en pacientes con cirrosis hepática e infectados con hepatitis B 

(Mayer et al., 2005). Adicionalmente, el tratamiento con silybina disminuye los niveles séricos de 

transaminasas, γ-glutamiltransferasa y bilirrubinas en pacientes con hepatitis B y C (Buzzelli et 

al., 1993).  

Estos reportes en conjunto muestran que el tratamiento con la silymarina ejerce su efecto 

sobre los niveles séricos de transaminasas, pero no presenta ningún efecto sobre la carga viral ni 

modifica la histología hepática en pacientes con hepatitis viral. Sin embargo, recientemente se 

reportó que la silymarina inhibe la infección por el virus de la hepatitis C en células de humano y 

potencia el efecto antiviral de IFNα (Polyak et al., 2007). Estos resultados sugieren que la 

administración de silymarina en combinación con IFNα podría ser utilizada para el tratamiento 

de pacientes con hepatitis C crónica, sin embargo, no ha sido investigado a nivel clínico.   
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Tabla 3. Efecto farmacológico in vivo de silymarina (modificado de Wellington et al., 2001). 

Compuesto Dosis Efecto 

     silymarina     200 mg/kg 
Incrementa el estado redox  y el contenido de glutatión en hígado, intestino y estómago de 

rata (Wellington et al., 2001). 

     silymarina     100 mg/kg Reduce la hepatotoxicidad inducida por talio en ratas (Wellington et al., 2001). 

     silymarina     150 mg/kg 
Confiere protección contra el daño hepático inducido por tetracloruro de carbono en ratas 

(Wellington et al., 2001). 

     silymarina     750 mg/kg 
Confiere protección contra el daño hepático inducido por Fumonisina B1 en ratones (He et 

al., 2004). 

     silymarina     200 mg/kg 
Reduce la lipoperoxidación hepática inducida por intoxicación aguda por etanol en ratas 

(Wellington et al., 2001). 

     silymarina     100mg/kg  Incrementa la síntesis de sales biliares hepatoprotectoras en ratas  (Wellington et al., 2001). 

     silymarina 
      

     70 mg/kg 

Incrementa la concentración de RNA y DNA en hígado y medula ósea de ratas irradiadas 

con rayos gamma (Wellington et al., 2001). 

     silymarina 
      

      50 mg/kg 

Confiere protección contra la lipoperoxidación hepática y la depleción de glutatión 

inducida por paracetamol en ratas (Wellington et al., 2001). 

     silymarina     200mg/kg 
Confiere protección contra la lipoperoxidación hepática y hemólisis inducida por 

fenilhidrazina en ratas (Wellington et al., 2001). 

     silymarina     100mg/kg  Previene úlceras gástricas inducidas por estrés en ratas (Wellington et al., 2001). 

     silymarina     100mg/kg  Reduce el daño en mucosas inducido por isquemia en ratas (Wellington et al., 2001). 

     silymarina     660mg/kg  
Inhibe el desarrollo de la hipercolesterolemia inducida por dieta en ratas (Wellington et al., 

2001).  

     silymarina     500 mg/kg 
Protege contra la muerte por una dosis letal de microcistina-LR en ratones  (Wellington et 

al., 2001). 

        silybina        10 mg/kg 
Confiere protección contra la citotoxicidad por Ciclosporina A en el  páncreas de ratas (von 

Schönfeld et al., 1997). 

        silybina       25 mg/kg  
Confiere protección contra el daño hepático por Concanavalina A en ratones (Schümann et 

al., 2003). 

 

7.4. Efecto Inmunomodulador 

Las propiedades moduladoras de la respuesta inmunológica de la silymarina participan 

protegiendo en el daño hepático y la fibrosis inducidos por diferentes agentes tóxicos como 

tetracloruro de carbono,  palloidina y concanavalina A ( Shi et al., 1997; Schümann et al., 2003; 

Jonson et al., 2002). Se ha demostrado que los linfocitos T son importantes en el inicio y durante 

la fase de reparación en el daño hepático inducido por tetracloruro de carbono y concanavalina A 

(Shi et al., 1997; Schümann et al., 2003). El tratamiento in vitro con silymarina incrementa la 

proliferación de los linfocitos T murinos, de los linfocitos T de pacientes con cirrosis alcohólica  

y de linfocitos T de rata (Agoston et al., 2001, Lang et al., 1988, Lang et al., 1990a; Lang et al., 
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1990b, Wilasrusmee et al., 2003). También se observó que la administración de silymarina en 

ratones BALB/c incrementó la proliferación tanto de linfocitos T CD4+ como T CD8+ obtenidos 

de timo y de bazo (Johnson et al., 2002; Johnson et al., 2003). Sin embargo, también se ha 

reportado que el tratamiento in vitro con silybina inhibe la proliferación de linfocitos T de 

humano, de linfocitos T de pacientes con cirrosis alcohólica (Deak et al., 1990, Meroni et al., 

1988). Adicionalmente, se observó que el tratamiento con silymarina inhibe la migración de 

linfocitos T en diferentes modelos de inflamación aguda (de la Puerta et al., 1996).  

Por otro lado, las dosis bajas de silymarina tiene un efecto inhibidor sobre la proliferación 

y la función de los linfocitos T en ratones BALB/c normales (Johnson et al., 2003). También se 

ha reportado que el tratamiento con la silymarina reduce el porcentaje de linfocitos T CD8+ y 

suprime su citotoxicidad en pacientes con cirrosis alcohólica (Lang et al., 1988, Lang et al., 

1990a; Lang et al., 1990b).  

La silymarina también puede ejercer sus efectos inmunomoduladores sobre otro tipo de 

células. Recientemente se reportó que la administración de silymarina inhibe tanto in vitro como 

in vivo el proceso de maduración de las células dendríticas y su capacidad de inducir linfocitos 

Th1 en ratones normales (Lee et al., 2007). Por otro lado, también se sabe que silymarina puede 

inhibir la producción y expresión de moléculas de adhesión como ICAM-1, VCAM-1 y E-

selectina inducidas por TNFα en células endoteliales de humano (Kang et al., 2003).  

Adicionalmente, se ha reportado que la silymarina modula la producción y expresión de 

citocinas inflamatorias y anti-inflamatorias in vitro e in vivo. El tratamiento con silymarina 

incrementa la producción de citocinas como IL4, IL10 e IFNγ en linfocitos T in vitro e indujo un 

incremento en la síntesis de IL10 en el daño hepático inducido por concanavalina A (Schüman et 

al., 2003, Wilasrusmee et al., 2003). Por otro lado, la administración de silymarina a ratones 

normales induce la expresión del RNA mensajero de TNFα, IL1β e IL6 en linfocitos T y de 

TGFβ en hepatocitos (Johnson et al., 2003; He et al., 2002).  

Diversos reportes han mostrado un fuerte efecto antiinflamatorio de silymarina en varios 

modelos de daño tanto in vitro como in vivo. Por ejemplo, el tratamiento con  la silymarina inhibe 

la expresión del RNA mensajero y bloquea las secreciones de TNFα, IL6 e IL8 inducidas por 

etanol y metotrexate tanto en hepatocitos de rata como de humanos (Neuman et al., 1999). 

Asimismo, la silymarina puede inhibir la producción y expresión del RNA mensajero de TNFα 

inducida por anticuerpos anti-CD3 en células mononucleares de humano (Polyak et al., 2007). 
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También ha sido descrito que la silymarina inhibe la producción de citocinas inflamatorias (IL1β, 

IFNγ e IFNα) inducidas por lipopolisacáridos en macrófagos y linfocitos T (Kang et al., 2004; 

Cho et al., 2000). Igualmente se ha reportado que el tratamiento con la silybina inhibe la 

expresión de citocinas pro-inflamatorias (IFNγ, TNFα e IL2) y antiinflamatorias como IL4 en el 

daño hepático inducido por concanavalina A o por fumonicina B1 (He et al., 2004, Schüman et 

al., 2003). Adicionalmente, la administración de silymarina disminuye la expresión del RNA 

mensajero de  IL2 e IL4 en linfocitos T de timo y bazo en ratones normales (Johnson et al., 2002; 

Johnson et al., 2003). Recientemente se reportó que la administración de silybina inhibe la 

producción de citocinas como IL4, IL12 e IFNγ inducidas por lipopolisacáridos en células 

dendríticas de ratones normales (Lee et al., 2007).  

Estos efectos inmunomoduladores que presenta la silymarina podrían ser  ejercidos a 

través de la supresión de algunas vías de señalización. Recientemente se ha reportado que la 

silymarina inhibe la activación de MAPKs cinasas, cinasa terminal N c-Jun, cinasa Janus, 

transductores de señales y vías de trascripción, la activación del factor de transcripción NF-κB, la 

apoptosis inducida por TNFα e inhibe la fosforilación y degradación de IκBa, una proteína 

inhibidora de NF-κB (Manna et al., 1999; Schüman et al., 2003; Matsuda et al., 2005). Aunque, 

las bases moleculares del efecto inmunomodulador que presenta la silymarina aún no se 

comprenden completamente, los reportes sugieren que podrían estar relacionadas con la 

inhibición de NF-κB y las cinasas, los cuales regulan y coordinan la trascripción y expresión de 

varios genes involucrados en los procesos inflamatorios.  
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II. JUSTIFICACIÓN 

 

La DM es un problema de salud pùblica en Mèxico que genera altos costos al sistema de 

salud. En Mèxico la diabetes tipo 1 corresponde al 5-10% de los casos con diabetes mellitus y la 

prevalencia estimada en la poblacion menor de 15 anos es del 2.6% (Federacion Internacional de 

Diabetes). 

La DMT1 es una enfermedad sistemica y cronica causada por una deficiencia en la secrecion 

de la insulina y se caracteriza por la elevacion anormal de la glucosa serica. Tanto los factores 

ambientales, los factores geneticos como los factores inmunologicos contribuyen a la destruccion 

de las células β. La respuesta inmunológica tiene un papel fundamental en la destruccion de las 

células β del pancreas al generar una reaccion inflamatoria predominantemente de tipo Th1 

mediada por linfocitos T CD4+ y CD8+ autoreactivos, macrofagos, células natural killer, 

linfocitos B y autoanticuerpos dirigidos contra los islotes pancreaticos, la insulina y la 

descarboxilasa del ácido glutamico (BoTTazo et al., 1985; Lacy et al., 1994; Savinov et al., 

2003). 

Hasta el momento, el manejo terapeutico de la DMT1 se ha limitado principalmente a la 

administracion de insulina y al control de la glucosa serica, pero no al restablecimiento de la 

función del pancreas, por lo que los estudios destinados a modular la respuesta inmunológica y/o 

restablecer la función pancreatica adquieren una gran importancia. La silymarina, es un 

flavonoide de la planta Silybum marianum, tiene propiedades inmunomoduladoras en linfocitos 

de bazo de ratones normales. Tambien se ha observado que favorece los perfiles de tipo Th2 y 

que ayuda a recuperar la función pancreatica en un modelo de diabetes farmacologica (He et al., 

2002; Johnson et al., 2003; Schuman et al., 2003; Soto et al., 2004; Wilasrusmee et al., 2003). 

Estas propiedades de la silymarina resultan ser de gran interes en el manejo terapeutico 

integral de la DMT1 no solo en los ratones ya con destruccion de las células β sino tambien en 

aquellos que aun estan en un estado prediabetico. Finalmente, se vuelve de gran relevancia 

explorar estas propiedades en los tratamientos a largo plazo dado que la diabetes es una 

enfermedad cronica.  
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III. HIPÓTESIS 

 

Por sus propiedades moduladoras de la respuesta inmunológica la Silymarina pudiera 

revertir el perfil Th1 a Th2 al inducir la expresión de citocinas anti-inflamatorias en el tejido 

pancreático de ratones ICR, ratones NOD prediabéticos y diabéticos con tratamientos a corto y 

largo plazo; de esta manera la silymarina pudiera favorecer una regulación de la respuesta 

inmunológica y contribuir a la recuperación de la función pancreática en el modelo murino de 

diabetes mellitus tipo 1. 

 

IV. OBJETIVO GENERAL 

 

 Evaluar la modulación de la respuesta inmunológica inducida por Silymarina con 

tratamientos a corto y largo plazo en el tejido pancreático de ratones normales ICR; así como su 

modulación y participación en la recuperación de la función de las células β del páncreas en 

ratones NOD prediabéticos y diabéticos de reciente inicio.  

 

V. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1.1 Evaluar la modulación de la respuesta inmunológica en el tejido pancreático de ratones 

normales ICR inducida por el tratamiento a corto (5 días) y largo plazo (60 días) con silymarina. 

1.1.1 Estudiar la expresión de MHCII, citocinas inflamatorias (IFNγ, TNFα) en el tejido 

pancreático de ratones normales tratados durante 5 y 60 días con 250 mg/kg de peso de 

silymarina y ratones normales no tratados, utilizando las técnicas de inmunohistoquímica y 

análisis digital de imágenes. 

1.1.2 Estudiar la expresión de citocinas antiinflamatorias (IL10, IL4 y TGFβ) en el tejido 

pancreático de ratones normales tratados durante 5 y 60 días con 250 mg/kg de peso de 

silymarina y ratones normales no tratados, utilizando las técnicas de inmunohistoquímica y 

análisis digital de imágenes. 

1.1.3 Analizar los niveles de expresión de insulina en islotes del páncreas de ratones normales 

tratados durante 5 y 60 días con 250 mg/kg de peso de silymarina y ratones normales no tratados,  

utilizando las técnicas de inmunohistoquímica y análisis digital de imágenes. 
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1.2 Evaluar la modulación de la respuesta inmunológica en el tejido pancreático y su 

participación en la recuperación de la función de las células β del páncreas en ratones NOD 

prediabéticos inducidas por el tratamiento a largo plazo con silymarina. 

1.2.1 Estudiar la expresión de MHCII, citocinas inflamatorias  en el tejido pancreático de ratones 

NOD prediabéticos tratados 30 días con 250 mg/kg de peso de silymarina y ratones NOD pre-

diabéticos no tratados, utilizando las técnicas de inmunohistoquímica y análisis digital de 

imágenes. 

1.2.2 Estudiar la expresión de citocinas antiinflamatorias en el tejido pancreático de ratones NOD 

prediabéticos tratados 30 días con 250 mg/kg de peso de silymarina y ratones NOD prediabéticos 

no tratados, utilizando las técnicas de inmunohistoquímica y análisis digital de imágenes. 

1.2.3 Evaluar la insulitis en el páncreas de ratones NOD prediabéticos tratados 30 días con 250 

mg/kg de peso de silymarina y ratones NOD prediabéticos no tratados, utilizando la tinción con 

hematoxilina eosina y análisis digital de imágenes. 

1.2.4 Evaluar los niveles de glucosa sérica en ratones NOD prediabéticos tratados 30 días con 

250 mg/kg de peso de silymarina y ratones NOD prediabéticos no tratados, utilizando un 

glucómetro estándar. 

1.2.5 Evaluar la función de las células β del páncreas determinando los niveles de expresión de 

insulina en el tejido pancreático de ratones NOD prediabéticos tratados 30 días con 250 mg/kg de 

peso de silymarina y ratones NOD prediabéticos no tratados, utilizando las técnicas de 

inmunohistoquímica y análisis digital de imágenes. 

1.3 Evaluar la modulación de la respuesta inmunológica en el tejido pancreático y su 

participación en la recuperación de la función de las células β del páncreas de ratones NOD 

diabéticos de reciente inicio inducidas por el tratamiento a largo plazo con silymarina. 

1.3.1 Estudiar la expresión de MHCII, citocinas inflamatorias en el tejido pancreático de ratones 

NOD diabéticos tratados 60 días con 250 mg/kg de peso de silymarina y ratones NOD diabéticos 

no tratados, utilizando las técnicas de inmunohistoquímica y análisis digital de imágenes. 

1.3.2 Estudiar la expresión de citocinas antiinflamatorias en el tejido pancreático de ratones NOD 

diabéticos tratados 60 días con 250 mg/kg de peso de silymarina y ratones NOD diabéticos no 

tratados, utilizando las técnicas de inmunohistoquímica y análisis digital de imágenes. 
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1.3.3 Evaluar la insulitis en el páncreas de ratones NOD diabéticos tratados 60 días con 250 

mg/kg de peso de silymarina y ratones NOD diabéticos no tratados, utilizando la tinción con 

hematoxilina eosina y análisis digital de imágenes. 

1.3.4 Evaluar los niveles de glucosa sérica en ratones NOD diabéticos tratados 60 días con 250 

mg/kg de peso de silymarina y ratones NOD diabéticos no tratados, utilizando un glucómetro 

estándar. 

1.3.5 Evaluar la función de las células β del páncreas determinando los niveles de expresión de 

insulina en el tejido pancreático de ratones NOD diabéticos tratados 60 días con 250 mg/kg de 

peso de silymarina y ratones NOD diabéticos no tratados, utilizando las técnicas de 

inmunohistoquímica y análisis digital de imágenes. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS 

1. Animales 

Se utilizaron ratones hembra de la cepa ICR (CD1) de 16 semanas de edad, ratones 

hembras NOD prediabéticas de 8 semanas de edad y diabéticas de reciente inicio 

(aproximadamente de 15 a 20 semanas de edad). Los ratones fueron mantenidos en un ciclo 

luz:obscuridad 14:10, con agua y comida ad libitum.  La administración de la silymarina fue 

intraperitoneal siguiendo el esquema abajo descrito. El sacrificio de los ratones se realizó con una 

sobredosis de pentobarbital sódico (20 mg/kg de peso corporal) administrado vía intraperitoneal. 

Se siguieron las disposiciones planteadas por la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZOO-1999) 

en el manejo de los animales. Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por el 

Comité de Ética de la Facultad de Medicina donde se realizó el trabajo.   

 

2. Tratamiento con la silymarina 

2.1 Ratones ICR. 

El fármaco fue administrado vía intraperitoneal en dosis de 250 mg/kg de peso corporal 

de silymarina en 300 µl de PBS a de ratones ICR hembras de 16 semanas de edad (n=5/grupo), 

con un  peso aproximado de 30-35 g. El grupo a corto plazo (5 días) recibió 5 administraciones 

diarias, mientras que el grupo a largo plazo (60 días) recibió 5 administraciones diarias y 

posteriormente una semanal hasta completar ocho semanas de tratamiento (Tabla 4). Los grupos 

control únicamente se les administró el vehículo, PBS, siguiendo el mismo esquema de 

tratamiento. 
Tabla 4. Ratones ICR controles y tratados con la silymarina.  

Grupos 
Silymarina 

Dosis (mg/kg) 
Tratamiento 

Control corto plazo 

(n=5) 
_ 1 dosis diaria por 5 días 

Tratados corto plazo 

(n=5) 
250 1 dosis diaria por 5 días 

Control largo plazo 

(n=5) 
_ 

1 dosis diaria por 5 días y 1 dosis semanal hasta 

completar 8 semanas (60 días) 

Tratados largo plazo 

(n=5) 
250 

1 dosis diaria por 5 días y 1 dosis semanal hasta 

completar 8 semanas (60 días) 
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2.2 Ratones NOD 

2.2.1 NOD prediabéticos 

La silymarina fue administrada por vía intraperitoneal a ratones NOD hembras 

prediabéticas  de ocho semanas de edad (4/grupo), en dosis diarias durante 5 días y 

posteriormente una administración semanal hasta completar ocho semanas de tratamiento en 

dosis de 250 mg/kg de peso corporal de silymarina en 300 µl de PBS (Tabla 5). Los grupos 

control únicamente se les administró el vehículo, PBS, siguiendo el mismo esquema de 

tratamiento. 

2.2.2 NOD diabéticos de reciente inicio 

Se determinó semanalmente la presencia de glucosuria en las ratonas NOD para establecer 

el cuadro diabético, el cual se corroboró con dos mediciones consecutivas de la glucosa sérica 

con un glucómetro estándar (>120mg/dl en ayuno). La silymarina fue administrada por vía 

intraperitoneal a ratones NOD hembras diabéticas de reciente inicio (6/grupo), aproximadamente 

de 15 a 20 semanas de edad, en dosis diarias durante 5 días y posteriormente una administración 

semanal hasta completar ocho semanas de tratamiento en dosis de 250 mg/kg de peso corporal de 

silymarina en 300 µl de PBS (Tabla 5). Los grupos control únicamente se les administró el 

vehículo, PBS, siguiendo el mismo esquema de tratamiento. 
Tabla 5.  Ratones NOD controles y tratados con silymarina. 

Grupos 
Silymarina 

Dosis (mg/kg) 
Tratamiento 

Control Pre-diabéticos 

(n=4) 
_ 

1 dosis diaria por 5 días y 1 dosis semanal hasta 

completar 4 semanas (30 días) 

Tratados Pre-diabéticos 

(n=6) 
250 

1 dosis diaria por 5 días y 1 dosis semanal hasta 

completar 4 semanas (30 días) 

Control Diabéticos 

(n=4) 
_ 

 1 dosis diaria por 5 días y 1 dosis semanal durante 

8 semanas  

Tratados Diabéticos 

(n=6) 
250 

1 dosis diaria por 5 días y 1 dosis semanal durante 8 

semanas 

 

3. Inmunohistoquímica 

Los ratones de los diferentes grupos se sacrificaron al término del tratamiento, se obtuvo el 

páncreas y se congeló en fresco por inmersión en 2-metilbutano pre-enfriado con hielo seco, los 
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tejidos congelados se guardaron a -80°C hasta su uso. Se realizaron cortes seriados de 5 µm de 

espesor cada 50 µm a una temperatura de -20°C utilizando un criostato. Los cortes se colocaron 

en laminillas cubiertas con gelatina y se fijaron durante 1 hora en paraformaldehído al 4 %. 

Posteriormente, se inactivó la actividad de peroxidasa endógena en el tejido con 3 % de H202 en 

buffer de fosfatos (PB; 0.1M, pH 7.4) durante 20 minutos y se lavaron 2 veces por 3 minutos con 

PB. Las laminillas fueron incubadas con una solución de bloqueo (3 % de albúmina sérica 

bovina, 0.3 % de tritón X-100) a temperatura ambiente durante 90 minutos. Se agregó el 

anticuerpo primario rata anti-TNFα de ratón, conejo anti-TGFβ de ratón, rata anti-IL4 de ratón, 

rata anti-IL10 de ratón (todos de Serotec; a una dilución 1:50, excepto TGFβ a una dilución 

1:250), o rata anti-MHCII de ratón, rata anti-IFNγ de ratón (Chemicon; a una dilución 1:500), 

ratón anti-insulina biotinilado (Abcam; dilución 1:500), diluidos en la solución de bloqueo. El 

anticuerpo primario se incubó durante 16 horas a 4° C.  Al día siguiente las laminillas  se lavaron 

2 veces por 5 minutos con solución de lavado (0.3% de tritón X-100). Posteriormente, las 

laminillas se incubaron por 90 minutos a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios 

biotinilados dirigidos contra IgGs de rata (Chemicon, a una dilución 1:500) o conejo (Vector, a 

una dilución 1:500), en correspondencia con los anticuerpos primarios utilizados, a excepción de 

las laminillas para insulina las cuales se incubaron con avidina/peroxidasa para su revelación (ver 

más adelante). Una vez concluido el tiempo de incubación, se retiró el exceso de anticuerpo y las 

laminillas se lavaron dos veces por 5 minutos con la solución de lavado. Las laminillas se 

incubaron con el complejo avidina-peroxidasa (Elite AB Kit, Vector Laboratories, Burlingame, 

CA, USA) por 90 minutos a temperatura ambiente, se lavaron dos veces con PB, y la actividad de 

peroxidasa se reveló con un kit de 3,3- diaminobencidina y peróxido de hidrógeno de acuerdo al 

protocolo recomendado por el proveedor (Vector Laboratories). Como control de los 

experimentos se omitió el anticuerpo primario y se incubó con el anticuerpo secundario. Se 

realizó una contra-tinción con hematoxilina acuosa (Biomeda) por 3 minutos, se lavaron con agua 

corriente para quitar el exceso de colorante, se colocaron en carbonato de litio al 40 % durante 

unos segundos. Posteriormente las laminillas fueron deshidratadas en soluciones crecientes de 

etanol. Finalmente se montaron con Cytoseal y se observaron en un microscopio Nikon de campo 

claro. Se capturaron imágenes con una cámara digital (Nikon DXM1200F) y fueron convertidas a 

escala de grises con el programa Adobe Photoshop. Estas fotografías fueron utilizadas para 

analizar la expresión de citocinas en los acinos e islotes pancreáticos. Para ello, se determinó el 
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nivel de expresión para cada uno de los antígenos y se determinó su densidad utilizando el 

software Imagen J, la expresión de la marca se reportó como densidad integrada en píxeles sobre 

µm2. Los datos obtenidos fueron contrastados estadísticamente utilizando una t de Student 

fijando la significancía estadística en una p<0.05. 

 

4. Evaluación de la insulitis 

El grado de insulitis fue evaluado en al menos 20 islotes de Langerhans de cortes pancreáticos 

seriados de 5 µm de grosor teñidos con hematoxilina-eosina.  

Se usaron los siguientes parámetros para determinar el grado de insulitis:  

0. Sin infiltración, islotes intactos.  

I.   Menos de 10 células linfoides peri-insulares, islotes intactos.  

II.  De 10 a 20 células linfoides peri- e intra-insulares, islotes intactos.  

III. Más de 20 células linfoides peri- e intra-insulares, pero menos del 50% del islote remplazado 

o destruido.  

IV. Con infiltrado linfoide masivo, más del 50% del islote remplazado o destruido.  

 

5. Determinación de los niveles de glucosa 

Los ratones NOD prediabéticos y diabéticos estuvieron 4 horas en ayuno (de 08:00 a 

12:00 hrs.), la obtención de sangre fue a través del sangrado de la base de la cola. Una vez 

iniciado el tratamiento con silymarina, se determinaron los niveles de glucosa sanguínea  

semanalmente con una gota de sangre usando un glucómetro estándar. 
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VII. RESULTADOS 
1. Ratones ICR 

1.1. Expresión basal de citocinas en condiciones fisiológicas 

En condiciones fisiológicas detectamos una expresión basal de MHCII, IFNγ, TNFα, 

IL10 y TGFβ principalmente en los acinos pancreáticos (Fig. 2. A, D, G; Fig. 3 A; Fig. 4 y Fig. 

5), mientras que la expresión de IL4 fue escasa en el tejido acinar (Fig. 3. D y G; Fig. 5). En 

contraste, la expresión de todas las citocinas y el MHCII en los islotes fue muy baja (Fig. 2; Fig. 

3; Fig. 4 y Fig. 5). Los controles de 5 días no mostraron diferencias significativas en la densidad 

de expresión de las citocinas y el MHCII que los controles de 60 días, por lo que en la figura 2 y 

3 se muestran únicamente los controles de 5 días (Fig. 4).   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2. Expresión de MHCII y de citocinas inflamatorias en el páncreas de ratones ICR controles (A, D, G)  y de 
ratones tratados con 250 mg/kg de peso de silymarina durante 5 (B, E, H) y 60 días (C, F, I). A-C muestran la 
expresión de MHCII; D-F de IFNγ; G-I de TNFα. Las imágenes fueron tomadas a 10x. 
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Fig. 3. Expresión de citocinas antiinflamatorias en el páncreas de ratones ICR controles (A, D, G)  y de ratones 
tratados con 250 mg/kg de peso de silymarina durante 5 (B, E, H) y 60 días (C, F, I). A-C muestran la expresión de 
IL10; D- F de TGFβ; G-I de IL4. Las imágenes fueron tomadas a 10x. 

 

1.2. La modulación de las citocinas antiinflamatorias se da principalmente en el tratamiento a 

largo plazo 

El tratamiento con silymarina a corto plazo induce principalmente la expresión de IFNγ y 

TNFα tanto en los acinos pancreáticos como en los islotes, aunque la expresión es mayor en el 

tejido acinar (Fig. 2 E y H; Fig. 4). La expresión de MHCII mostró un perfil similar (Fig. 2 B; 

Fig. 4). En contraste, no detectamos la expresión de las citocinas anti-inflamatorias IL4 y TGFβ 

(Fig. 3 E y H; Fig. 5), mientras que la IL10 estaba presente tanto en los acinos pancreáticos como 

en los islotes de Langerhans (Fig. 3 B; Fig. 5). El incremento en la expresión de las citocinas 



 45

inflamatorias, IL10 y el MHCII en los islotes y en los acinos pancreáticos fue estadísticamente 

significativo al ser comparados con el grupo control de 5 días, mientras que TGFβ únicamente 

denotó una diferencia estadísticamente significativa en los islotes (Fig. 4; Fig. 5).   

En contraste con el tratamiento a corto plazo, a largo plazo se inducen predominantemente 

las citocinas antiinflamatorias. Tanto la expresión de IL4, IL10 como de TGFβ se incrementó 

significativamente tanto en los acinos como en los islotes, aunque su expresión fue mayor en el 

tejido acinar (Fig. 3 C, F e I; Fig. 5). Por el otro lado, tanto en los islotes como en los acinos 

pancreáticos la expresión de IFNγ, TNFα y de MHCII disminuyó a los niveles basales de los 

controles a excepción de TNFα que disminuyó su expresión en los islotes pero no llegó a los 

niveles basales (Fig. 2 C, F e I; Fig. 4). La disminución de la expresión de IFNγ y el MHCII fue 

estadísticamente significativa al ser comparados con el grupo tratado de 5 días tanto en los acinos 

como en los islotes, mientras que TNFα únicamente fue significativa su disminución en los 

acinos ya que en los islotes permanece elevada estadísticamente significativa con respecto a los 

controles de 60 días (Fig. 4).  El aumento en la expresión de las citocinas antiinflamatorias fue 

estadísticamente significativo al ser comparado con los controles de 60 días y con el grupo 

tratado de 5 días. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4. Cuantificación de la expresión de MHCII y de las citocinas inflamatorias en ratones ICR controles y tratados 
a 5 y 60 días con 250 mg/kg de silymarina. Los resultados son presentados como densidad integrada de la marca 
(media + desviación estándar) de 5 ratones por grupo. Las diferencias fueron estadísticamente significativas con una  
p <0.05 cuando se comparó el grupo tratado con el grupo control (*), y cuando se comparó entre los grupos tratados 
(**).  
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Fig. 5. Cuantificación de la expresión de citocinas antiinflamatorias en ratones ICR controles y de ratones tratados a 
5 y 60 días con 250 mg/kg de silymarina. Los resultados son presentados como densidad integrada de la marca 
(media + desviación estándar) de 5 ratones por grupo. Las diferencias fueron estadísticamente significativas con una 
p <0.05 cuando se comparó el grupo tratado con el grupo control (*), y cuando se comparó entre los grupos tratados 
(**). 
 
 
1.3. La silymarina incrementa la expresión de insulina 

El tratamiento a corto plazo no mostró diferencias en la expresión de insulina con respecto 

a sus controles no tratados de 5 días (Fig. 6. A, B y D). En contraste, el tratamiento a largo plazo 

incrementó significativamente la expresión de insulina con respecto al grupo tratado de 5 días 

(Fig. 6 C y D).  
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Fig. 6. Expresión (A-C) y cuantificación (D) de insulina en ratones ICR controles (A), tratados durante 5 (B) y 60 
días (C) con 250 mg/kg de peso de silymarina. El asterisco (**) señala los resultados que son estadísticamente 
significativos con una p <0.05, cuando se comparó entre los grupos tratados.  
 
2. Ratones NOD prediabéticos 

2.1. La silymarina disminuye los niveles de glucosa y afecta la sobrevida 

Al inicio del tratamiento las concentraciones de glucosa sanguinea fueron de 86 + 14 

mg/dl y de 83 + 9 mg/dl en el grupo control y en el grupo tratado respectivamente (Fig. 7. A). A 

la semana del tratamiento ambos grupos incrementaron las concentraciones de glucosa a 123 + 6 

mg/dl, este aumento se mantuvo en los ratones control en tanto que los ratones del grupo tratado 

con la silymarina redujeron las concentraciones de glucosa (99 + 9 mg/dl) a partir de las segunda 

semana, observandose reducciones significativas a la tercera y cuarta semana de tratamiento (Fig. 

7. A).    
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Por otro lado,  los ratones prediabéticos tratados presentaron únicamente un 50% de 

sobrevida con respecto a los ratones controles que presentaron un 100 %  (Fig. 7. B), motivo por 

el cual el tratamiento fue interrumpido al finalizar las 4 semanas de tratamiento.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fig. 7. Niveles de glucosa sérica (A) y porcentaje de sobrevida (B) en ratones NOD prediabéticos controles y 
tratados con 250 mg/kg de peso de silymarina durante 4 semanas. C: grupo control, Tx: grupo tratado con silymarina. 
El asterisco (*) señala los resultados que son estadísticamente significativos con una p <0.05, cuando se comparó 
entre los grupos tratados.  
 

2.2. La silymarina disminuye el daño 

El nivel del daño de los islotes pancreáticos se analizó en cortes histológicos del tejido 

pancreático tanto de los ratones NOD prediabéticos controles como de los tratados. En la figura 8 

A y B se muestra un corte histológico representativo del páncreas de un ratón prediabético 

control y uno tratado. En los cortes se distinguen los conductos pancreáticos, acinos pancreáticos 

rodeando los islotes de Langerhans, los vasos sanguíneos los islotes rodeados por un infiltrado 

inflamatorio. Se evaluó el grado de insulitis en al menos 20 islotes de Langerhans teñidos con 

hematoxilina y eosina.  Al realizar la determinación de la insulitis se observó que los ratones 

tratados con 250 mg/kg de silymarina durante 4 semanas presentaron sólo un 20% de islotes con 

daño grado IV, mientras que los ratones control presentaron hasta 40% de islotes con insulitis 

grado IV (Fig. 8C).                      
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Fig. 8. Tejidos pancreáticos con procesos inflamatorios teñidos con hematoxilina y eosina de ratones NOD 
prediabéticos control (A) y tratados con 250 mg/kg de peso de silymarina por 4 semanas (B). Porcentaje de insulitis 
en los islotes de ratones NOD prediabéticos controles y tratados (C), en las barras negras se representan los ratones 
prediabéticos controles y en las blancas los tratados. ac: Acinos pancreáticos; CD: Conductos pancreáticos; IL: 
Islotes de Langerhans; I: Infiltrado inflamatorio; V: vasos sanguíneos. Imágenes tomadas al aumento 10X. 
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2.3. El tratamiento con la silymarina modula la expresión de citocinas inflamatorias 

El tratamiento de 4 semanas con la silymarina no indujo cambios en la expresión de 

MHCII e IFNγ en los acinos pancreáticos de los ratones NOD prediabéticos tratados con respecto 

a los controles (Fig. 9 A-D). Sin embargo, se observó una mayor intensidad de la marca de 

MHCII e IFNγ en la periferia y dentro de los islotes (Fig. 9 A-D), así como entre las células del 

infiltrado inflamatorio (Fig. 9 D). La diferencia en expresión fue estadísticamente significativa en 

los islotes (Fig. 11). Por otro lado, TNFα se expresó significativamente más en los acinos de los 

ratones prediabéticos tratados con respecto a los controles pero no en los islotes (Fig. 9 E y F; 

Fig. 11). 

 

2.4. La silymarina incrementa la expresión de TGFβ 

No hubo diferencias significativas en la expresión de IL10 e IL4 en el tejido pancreático 

de los ratones NOD prediabéticos tratados con respecto a los controles (Fig. 10 A y B, E y F; Fig. 

12), únicamente se observó un incremento en la expresión de TGFβ (Fig. 11. C y D). Este 

incremento de TGFβ fue estadísticamente  significativo tanto en los acinos como en los islotes 

pancreáticos de los ratones NOD prediabéticos tratados con respecto a los controles (Fig. 12).  

 

2.5. La silymarina incrementa la expresión de insulina 

La expresión de insulina en los islotes de los ratones prediabéticos tratados incrementó 

significativamente con respecto a los controles (Fig. 13).  
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Fig. 9. Expresión de MHCII y citocinas proinflamatorias en el páncreas de ratones prediabéticos controles (A, C, E)  
y prediabéticos tratados con 250 mg/kg de peso de silymarina durante 4 semanas (B, D, F). A y B muestran la 
expresión de MHCII; C y D de IFNγ; E y F de TNFα. Imágenes tomadas a 10x. 
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Fig. 10 Expresión de citocinas anti-inflamatorias en el páncreas de ratones pre-diabéticos controles (A, C, E)  y pre-
diabéticos tratados con 250 mg/kg de peso de silymarina durante 4 semanas (B, D, F). A y B muestran la expresión 
de IL10; C y D de TGFβ; E y F de IL4. Las imágenes fueron tomadas a 10x. 
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Fig. 11 Cuantificación de la expresión de MHCII, IFNγ y TNFα en el tejido pancreático de ratones NOD 
prediabéticos controles y tratados con 250 mg/kg de silymarina durante 4 semanas. (*) Los resultados son 
estadísticamente significativos con una p<0.05, cuando se comparó el grupo tratado con el control. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 12. Cuantificación de la expresión de IL10, TGFβ y de IL4 en tejido pancreático de ratones NOD prediabéticos 
controles y tratados con 250 mg/kg de peso de silymarina durante 4 semanas. (*) Los resultados son estadísticamente 
significativos con una p<0.05, cuando se comparó el grupo tratado con el control. 
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Fig. 13. Expresión (A y B) y cuantificación (C) de insulina en el páncreas de ratones NOD prediabéticos controles 
(A) y tratados con 250 mg/kg de peso de silymarina durante 4 semanas (B). C: ratones pre-diabéticos controles y Tx: 
ratones prediabéticos tratados. (*) Los resultados son estadísticamente significativos con una p <0.05, cuando se 
comparó el grupo tratado con el control. 
 
 
 
3. Ratones NOD diabéticos 
3.1. El tratamiento con la silymarina reduce los niveles de glucosa sérica e incrementa la 

sobrevida de los ratones NOD diabéticos 

 Los niveles de glucosa en sangre de los ratones NOD diabéticos tratados no mostraron 

diferencias significativas con el grupo control al inicio del tratamiento. Ambos grupos 

presentaron una concentración de glucosa en sangre de 154 + 4 mg/dl al inicio del tratamiento. El 
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grupo control presentó un incremento en la concentración de la glucosa sérica a partir de la 

primera semana del tratamiento (161 + 5 mg/dl), al término del tratamiento los niveles de glucosa 

en sangre superaron los 248 + 1.19 mg/dl (Fig. 14 A). En contraste, los ratones NOD tratados 

presentaron una disminución en los niveles de glucosa a partir de la primera semana (128.33 + 6 

mg/dl) y se mantuvo así hasta finalizar el tratamiento (135 + 13 mg/dl) (Fig 14 A).   

Por otro lado, los ratones NOD diabéticos control presentaron un 80% de sobrevida a 

partir de la sexta semana del tratamiento, mientras que el 100% del grupo de los ratones tratados 

sobrevivió (Fig. 14 B).   

 

 

 

 

 

 

                                                                                             

                                                                                             

 

 
 
 
Fig. 14. Niveles de glucosa sérica en ayuno (A) y porcentaje de sobrevida (B) de ratones NOD diabéticos de reciente 
inicio controles (C) y tratados con 250 mg/kg de silymarina durante 8 semanas (Tx). (*) Los resultados son 
estadísticamente significativos con una p <0.05, cuando se comparó el grupo tratado con el grupo control. 
 

 

3.2. La silymarina reduce el daño a los islotes de Langerhans 

En la figura 15 A y B se muestran los cortes histológicos representativos del páncreas de 

un ratón NOD diabético control y uno tratado. En el corte del tejido pancreático del ratón control  

se puede observar como los islotes de Langerhans han sido sustituidos casi por completo por el 

infiltrado inflamatorio (Fig. 15 A), mientras que los ratones tratados presentan menos infiltrado 

inflamatorio. Al cuantificar el grado de insulitas, los ratones controles presentaron el 50% de sus 

islotes con grado IV, a diferencia de los ratones tratados que sólo presentaron un 20% de islotes 

con grado IV  (Fig. 17C). 
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Fig. 15 Tejidos pancreáticos con procesos inflamatorios teñidos con hematoxilina y eosina de ratones NOD 
diabéticos control (A) y tratados con 250 mg/kg de peso de silymarina por 8 semanas (B). Porcentaje de insulitis en 
los islotes de ratones NOD diabéticos controles y tratados (C), en las barras negras se representan los ratones pre-
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diabéticos controles y en las blancas los tratados. ac: Acinos pancreáticos; CD: Conductos pancreáticos; IL: Islotes 
de Langerhans; I: Infiltrado inflamatorio; V: vasos sanguíneos. Imágenes tomadas al aumento 10X 
 
3.3. La Expresión de citocinas inflamatorias disminuye con la silymarina a largo plazo 

En cuanto a la expresión de MHCII, el tratamiento con silymarina disminuyó 

significativamente los niveles en los islotes pancreáticos de los ratones tratados, mientras que en 

el tejido acinar su expresión fue similar a los ratones no tratados (Fig. 16 A y B; Fig. 18). La 

expresión de MHCII en ambos grupos fue mayor en los acinos pancreáticos que en los islotes 

(Fig. 16 A y B). Similar a la expresión del MHCII, la expresión de IFNγ no se modificó por el 

tratamiento con la silymarina en los acinos pancreáticos mientras que en los islotes disminuyó 

significativamente (Fig. 16 C y D, Fig. 18). En ambos grupos hay un poco más de expresión de 

esta citocina en el tejido acinar con respecto a los islotes (Fig. 16 C y D). Por otro lado, se detectó 

una similar y baja expresión de TNFα en ambos grupos tanto en los acinos como en los islotes, 

siendo al igual que IFNγ la expresión mayor en los acinos pancreáticos que en los islotes (Fig. 17 

E y F, Fig. 18). 

 

3.4. La silymarina induce la expresión de IL10 y TGFβ en el tejido pancreático 

El tratamiento a largo plazo incrementó significativamente los niveles de IL10 tanto en los 

islotes como en los acinos pancreáticos de los ratones tratados con respecto a los ratones no 

tratados (Fig. 17 A y B, Fig. 19). La expresión de IL10 en ambos grupos fue mayor en los acinos 

pancreáticos que en los islotes (Fig. 17 A y B). Adicionalmente, la expresión de TGFβ aumentó 

de manera significativa tanto en los acinos pancreáticos como en los islotes con el tratamiento de 

silymarina (Fig. 17 C y D, Fig. 19). En ambos grupos hubo mayor expresión de esta citocina en el 

tejido acinar con respecto a los islotes (Fig. 17 C y B). También se detectó un incremento 

significativo en la expresión de IL4 tanto en los acinos como en los islotes, siendo al igual que la 

expresión de IL10 y TGFβ mayor su expresión en los acinos pancreáticos que en los islotes (Fig. 

17 E y F, Fig. 19).  
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Fig. 16 Expresión de MHCII y de las citocinas inflamatorias en el páncreas de ratones diabéticos controles (A, C, E)  
y de ratones diabéticos tratados con 250 mg/kg de peso de silymarina durante 8 semanas (B, D, F). A y B muestran la 
expresión de MHCII; C y D de IFNγ; E y F de TNFα. Las imágenes fueron tomadas a 10x.   
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Fig.17 Expresión de las citocinas antiinflamatorias en el páncreas de ratones NOD diabéticos controles (A, C, E)  y 
tratados con 250 mg/kg de peso de silymarina durante 8 semanas (B, D, F). A y B muestran la expresión de IL10; C 
y D de TGFβ; E y F de IL4. Las imágenes fueron tomadas a 10x. 
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Fig. 18 Cuantificación de la expresión de MHCII, IFNγ y TNFα en el páncreas de ratones NOD diabéticos controles 
(barras negras) y tratados con 250 mg/kg de silymarina durante 8 semanas (barras blancas). (*) Los resultados son 
estadísticamente significativos con una p<0.05 cuando se comparó el grupo tratado con el control. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
Fig. 19 Cuantificación de la expresión de IL10, TGFβ y de IL4 en tejido pancreático de ratones NOD diabéticos 
controles (barras negras) y tratados con 250 mg/kg de silymarina durante 8 semanas (barras blancas). (*) Los 
resultados son estadísticamente significativos con una p<0.05 cuando se comparó el grupo tratado con el control. 
 

3.5. La silymarina induce la expresión de IL10 y TGFβ en células del infiltrado inflamatorio 

Al analizar a mayor aumento la expresión de las citocinas antiinflamatorias en el páncreas 

de ratones NOD  tratados con la silymarina observamos que algunas células del infiltrado 

inflamatorio fueron positivas para IL10 (Fig. 20 C y D) y TGFβ (Fig. 20 G y H). En contraste, el 

grupo control no presentó células del infiltrado inflamatorio que expresaran IL10 (Fig. 20 A y B) 
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ni TGFβ (Fig. 20 E y F). En estas imágenes también se puede apreciar que la expresión de IL10 

(Fig. 20C y D) y de TGFβ (Fig. 20 G y H) es en el islote de Langerhans.  
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Fig. 20 Expresión de IL10 (A-D) y de TGFβ (E-H) en el páncreas de ratones NOD controles (A, B, E y F) y tratados 
con 250 mg/kg de silymarina durante 8 semanas (C, D, G y H). Las cabezas de flecha señalan la expresión de IL10 y 
de TGFβ en las células del infiltrado inflamatorio. Las imágenes fueron tomadas a  20X (A, C, E y G) y a 40X (B, D, 
F y H).  
 
3.6. La expresión de insulina es mayor en los ratones tratados 

El tratamiento con la silymarina mantuvo la expresión de insulina en los islotes de 

Langerhans de ratones NOD diabéticos tratados (Fig. 21 B), mientras que los islotes de los 

ratones controles presentaron infiltrado inflamatorio y menos células marcadas contra insulina 

(Fig. 21. A). Al realizar la cuantificación de la expresión se observó que los niveles de insulina  

fueron mayores significativamente en los ratones NOD tratados con respecto a los ratones 

controles (Fig. 21 C).   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     Fig. 21. Expresión (A y B) y cuantificación de la expresión de insulina (C) en el páncreas de ratones NOD 
diabéticos controles (A) y tratados con 250 mg/kg de silymarina durante 8 semanas (B). C: ratones diabéticos 
controles y Tx: ratones diabéticos tratados. (*) Los resultados son estadísticamente significativos con una p<0.05 
cuando se comparó el grupo tratado con el control. 
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VII. DISCUSION. 

El primer objetivo de este trabajo de tesis fue determinar el efecto del tratamiento con 

Silymarina a corto y a largo plazo sobre la expresión de citocinas en el páncreas de ratones ICR 

normales. Los datos obtenidos en este trabajo muestran que el tratamiento a corto plazo con 250 

mg/kg de peso de silymarina incrementó la expresión de MHCII, de citocinas pro-inflamatorias 

como IFNγ y TNFα así como de la citocina anti-inflamatoria IL10 en el tejido pancreático. 

Mientras que el tratamiento a largo plazo incrementó notablemente la expresión de las citocinas 

anti-inflamatorias IL4, IL10 y TGFβ. Al mismo tiempo se observó una disminución en los 

niveles de expresión de MHCII y de las citocinas pro-inflamatorias (IFNγ, TNFα) en el páncreas 

de los ratones tratados. Estos resultados concuerdan con estudios previos que han demostrado que 

la silymarina a corto plazo induce la expresión tanto de citocinas proinflamatorias (IFNγ, TNFα, 

IL1β, IL2 e IL6)  en linfocitos T de bazo y hepatocitos como antiinflamatorias (IL4, IL10 y 

TGFβ) en hepatocitos de ratones normales (Johnson et al., 2002; Johnson et al., 2003; He et al., 

2002; Quanren et al., 2004; Schüman et al., 2003, Wilasrusmee et al., 2003). Asimismo, se 

reportó que la silymarina revierte la expresión de citocinas proinflamatorias (IFNγ, TNFα, IL2) e 

induce la expresión de IL10 en el modelo animal de daño hepático inducido por concavalina A y 

fumonicina B1 (He et al., 2004, Schüman et al., 2003).  Nuestros resultados muestran que la 

silymarina tanto a corto como a largo plazo modula la expresión basal in vivo de las citocinas pro 

y anti-inflamatorias, así como del MHCII no sólo en los acinos pancreáticos sino también en los 

islotes de Langerhans de ratones normales. Sin embargo, el mayor efecto regulador de silymarina 

se observó con el tratamiento a largo plazo ya que indujo predominantemente ambientes anti-

inflamatorios con la expresión de las citocinas IL4, IL10 y TGFβ en el páncreas de ratones ICR. 

El incremento de estas citocinas podría modular negativamente la expresión de las citocinas pro-

inflamatorias de tipo Th1 y el MHCII en el tratamiento a largo plazo. 

Por su propiedades moduladoras de la respuesta inmunológica tanto en el páncreas como 

en células del sistema inmunológico y por su efecto en la recuperación de la función pancreática 

en un modelo farmacológico de diabetes tipo 1 (Soto et al., 2004), nos preguntamos si la 

silymarina pudiera modular la respuesta inmunológica y contribuir de esta manera a la 

recuperación de la función pancreática en un modelo más cercano a la diabetes mellitus tipo1 de 

humano, los ratones NOD. Para analizar esta pregunta, en este trabajo también se evaluó la 
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modulación de la respuesta inmunológica inducida por el tratamiento a largo plazo con 

silymarina en el páncreas de ratones NOD prediabéticos y diabéticos de reciente inicio.  

A partir de la tercera y cuarta semana de tratamiento los ratones NOD prediabéticos 

presentaron un 50% de sobrevida mientras que el 100% del grupo de los ratones no tratados 

sobrevivió, por lo cual se decidió interrumpir el tratamiento y no concluirlo a las 8 semanas del 

mismo. No existen reportes que indiquen que la silymarina afecte la sobrevida de esta manera. 

Sin embargo, se ha reportado que una sobre-expresión de TGFβ en hígado, páncreas, pulmón y 

riñón induce fibrosis lo que puede llegar a generar la pérdida de la función de estos órganos 

(Schuppan et al., 2000; Wells et al., 2000). En este sentido, a nivel macroscópico observamos una 

gran cantidad de adherencias en casi todos los órganos (datos no mostrados) de los ratones  pre-

diabéticos tratados con respecto al grupo control. Asimismo, los ratones  prediabéticos tratados 

mostraron niveles significativamente elevados de TGFβ en los acinos y en los islotes, por lo que 

no se puede descartar que el tratamiento con la silymarina haya incrementado la síntesis y/o 

secreción de TGFβ a nivel sistémico en los ratones prediabéticos favoreciendo la fibrosis de otros 

órganos.  

Por otro lado, la administración de citocinas proinflamatorias como TNFα e IFNγ a 

ratones NOD prediabéticos acelera el proceso de insulitis de la enfermedad, esto pudiera deberse 

a que la presencia de TNFα en estas edades tempranas rompe la tolerancia inmunológica hacia 

las células β del islote (Cantor et al., 2005; Green et al., 2000; Middlebrook et al., 2007). Estos 

reportes concuerdan con nuestros resultados, ya que observamos que los ratones NOD 

prediabéticos tratados presentaron un mayor grado III y II de insulitis comparados con los ratones 

controles, un incremento significativo en la expresión de MHCII e IFNγ en islotes y de TNFα en 

los acinos. Está documentado que las células β del islote así como las células endoteliales 

también pueden expresar MHCII en condiciones fisiológicas (Ulrichs et al., 1985), por lo que el 

aumento en la expresión de MHCII en el islote pudiera ser resultado del estímulo de 

IFNγ aumentado sobre las células propias del islote, las células endoteliales del islote y las 

células presentadoras de antígenos presentes en el infiltrado inflamatorio, de esta manera se 

pudiera facilitar la presentación de antígenos a linfocitos T autoreactivos. Por otro lado, la 

expresión incrementada de ΤΝFα en los acinos pancreáticos pudiera favorecer la ruptura de la 

tolerancia inmunológica y junto con el aumento en la expresión de MHCII contribuir a un 

ambiente que facilite tempranamente la inflamación. 
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En contraste con los ratones prediabéticos, los ratones diabéticos tratados durante ocho 

semanas con silymarina presentaron un 100% de sobrevida. Al determinar el grado de 

destrucción en los islotes de Langerhans observamos que fue menor en los ratones diabéticos con 

respecto a los controles diabéticos. Estos hallazgos podrían ser consecuencia de la modulación de 

la respuesta inmunológica y del efecto citoprotector inducidos por la silymarina. En este sentido, 

se ha reportado que la silymarina protege a los islotes de Langerhans contra la citotoxicidad 

inducida por ciclosporina A en ratones, revierte el efecto citotóxico de  IFNγ e IL1β en las células 

β de ratón y de humano, e inhibe la apoptosis inducida por TNFα en células β de humano 

(Matsuda et al., 2005; Manna et al., 1999; von Schonfeld et al., 1997).   

Por otro lado, los ratones NOD diabéticos tratados durante ocho semanas con silymarina, 

presentaron una disminución significativa en la expresión de MHCII e IFNγ únicamente en los 

islotes de Langerhans. Estos resultados concuerdan con los que se han reportado previamente, 

donde se demostró que la silymarina revierte la expresión de citocinas proinflamatorias como 

IFNγ, TNFα e IL2 en el modelo de daño hepático inducido por oncanavalina A o por fumonicina 

B1 (He et al., 2004, Schüman et al., 2003). Un hallazgo interesante fue el incremento significativo 

de las citocinas antiinflamatorias (IL4, IL10 y TGFβ) tanto en los acinos pancreáticos como en 

los islotes de los ratones diabéticos tratados. El efecto modulador que presenta la silymarina 

podría ser consecuencia del incremento en la expresión de las estas citocinas (Fig. 22). 

Previamente se ha documentado la relevancia de las citocinas antiinflamatorias tanto en el 

desarrollo como en la remisión de la DMT1 (Karges et al., 2006; Ko et al., 2001; Raz et al., 

2005). La sobre expresión de IL10 o TGFβ sistémicas, o la inducción de IL10 con la 

administración probiótica oral, disminuye significativamente la insulitis, la muerte de las células 

β, induce células T reguladoras y restablece la tolerancia inmunológica (Calcinaro et al., 2005; 

Goudy et al., 2003; Luo et al., 2005). Aunque en este trabajo aun no se explora la participación de 

los diferentes tipos celulares, es importante resaltar que en el infiltrado inflamatorio de los 

ratones diabéticos tratados durante ocho semanas se encontraron células positivas para IL10 o 

TGFβ, sugiriendo la posible presencia de células T reguladoras en el infiltrado (Fig. 22). La 

inducción de estas células podría darse tanto a nivel sistémico como local dada la gran cantidad 

de TGFβ e IL10 presentes en el tejido pancreático de los ratones diabéticos tratados. Adicional al 

efecto inductor de citocinas antiinflamatorias y reguladoras, la silymarina pudiera estar regulando 

el fenómeno inflamatorio con la disminución de la expresión de MHCII e IFNγ en islotes 
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pancreáticos. Previamente se ha reportado que células dendríticas tratadas con silymarina 

disminuyen su expresión de MHCII, de moléculas coestimuladoras, inhibe el proceso de 

maduración de éstas y la inducción de linfocitos TH1 (Lee et al., 2007).  Otro mecanismo 

protector que pudiera estar efectuando la silymarina, es la inhibición de la activación del factor de 

transcripción NF-κB, de esta manera inhibir la apoptosis de las células β y ejercer un efecto 

citoprotector ante la presencia de las citocinas inflamatorias (Manna et al., 1999; Schumann et al., 

2003; Matsuda et al., 2005). 

Adicionalmente, nuestros resultados mostraron que el tratamiento con la silymarina a 

largo plazo incrementó significativamente la expresión de insulina en islotes pancreáticos de los 

ratones ICR y de igual forma en los ratones NOD prediabéticos y diabéticos. Estos resultados 

coinciden con reportes previos, en donde se mostró que la administración de silymarina 

restablece la producción de insulina en un modelo de diabetes farmacológica (Soto et al., 2004) e 

induce la producción y secreción de insulina en células β murinas y de humano in vitro (Matsuda  

et al., 2005). Por otro lado, los niveles de glucosa sérica disminuyeron en los ratones NOD 

prediabéticos y diabéticos tratados con silymarina comparados con sus respectivos controles. 

Reportes similares han mostrado que la silymarina disminuye los niveles de glucosa en sangre 

tanto en ratas con diabetes inducida por alloxano como en humanos con DM tipo 2 (Velussi et al., 

1997; Lirussi et al., 2002; Soto et al., 2004). Pudiera ser que los efectos citoprotector y 

inmunomodulador de la Silymarina contribuyan a una menor destrucción de las células β en los 

islotes pancreáticos, mantener así un mayor número de células β funcionales y por lo tanto 

conservar niveles de insulina que regulen la glucosa sérica.  

Estos resultados en conjunto, sugieren una modulación de la respuesta inmunológica  y un 

efecto citoprotector inducidos por silymarina. Estas propiedades podrían estar influyendo no sólo 

en el control de la inflamación sino también en la inducción de citocinas anti-inflamatorias, de 

células T reguladoras y/o linfocitos T cooperadores con un perfil TH2; y de esta manera regular 

el daño a las células β y conservar su función (Fig. 22). Estas propiedades moduladoras de la 

respuesta inmunológica y citoprotectoras de la silymarina resultan ser de gran interés en el 

manejo terapéutico integral de DMT1, lo que podría llevar a la reducción de las complicaciones 

asociadas a la DM y por lo tanto no sólo disminuir los costos para el sistema de salud sino 

mejorar la calidad de vida de los pacientes diabéticos tipo 1. 
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Fig. 22. Posibles vias por las que la silymarina modula la respuesta inmunológica en los 
ratones NOD diabéticos. Figura modificada de Rabinovitch et al., 1998. Mϕ: Macrofagos, 
Th1: linfocitos T cooperadores  tipo 1, Th2: linfocitos T cooperadores tipo 2, Treg: linfocitos 
T reguladores, DMT1: Diabetes mellitus tipo 1. Las flechas continuas indican estimulo 
positivo, las discontinuas un estimulo negativo, las flechas dentro de las células Th1, T CD8+ 
y Mϕ indican disminucion de la respuesta de estas células.   
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IX. CONCLUSIONES 
1. La silymarina induce a corto plazo las citocinas inflamatorias (IFNγ y TNFα), IL10 y la 

expresión de MHCII en los acinos e islotes pancreáticos de ratones ICR tratados 5 días. 

Mientras que el tratamiento de 60 días de silymarina disminuye a los niveles basales la 

expresión de IFNγ, TNFα, y MHCII, e incrementa la expresión de las citocinas anti-

inflamatorias (IL4, IL10 y TGFβ) y de insulina en los acinos e islotes pancreáticos.  

2. En los ratones prediabéticos el tratamiento con silymarina disminuyó la sobrevida, 

disminuyó los niveles de glucosa sérica e incrementó la expresión de TGFβ en el tejido 

pancreático. Por otro lado, la expresión de insulina en los islotes pancreáticos fue mayor en 

los ratones prediabéticos tratados que en los ratones controles, esto pudiera explicar los 

niveles séricos de glucosa más bajos en los animales tratados. 

3. Los ratones diabéticos tratados con silymarina por 8 semanas mostraron 100% de sobrevida, 

niveles séricos de glucosa más bajos y menos islotes dañados comparados con los ratones 

controles. 

4. El tratamiento de  8 semanas de silymarina disminuyó los niveles de IFNγ y MHCII en los 

islotes pancreáticos e incrementó la expresión de las citocinas anti-inflamatorias (IL4, IL10 y 

TGFβ) tanto en los islotes como en los acinos. La expresión de las citocinas anti-

inflamatorias pudiera evitar que se continúe con el daño de las células β de los islotes al 

disminuir la expresión de IFNγ y MHCII en los islotes, y por lo mismo contribuir a un menor 

número de islotes dañados. 

5. El tratamiento con la silymarina por 8 semanas mantiene la expresión de insulina en el islote 

más elevada en los ratones diabéticos tratados que en los controles, esto pudiera ser 

consecuencia por un lado de que hubo menos daño a los islotes, por lo tanto se conservaron 

más células β y por lo mismo los animales tratados tuvieron glucosas séricas más bajas. 

 

Con estos resultados se puede concluir que la silymarina muestra propiedades 

inmunomoduladoras y citoprotectoras de gran interés en el manejo terapéutico integral de la 

diabetes mellitus tipo 1, lo que podría llevar a la reducción de las complicaciones asociadas a la 

diabetes mellitus y por lo tanto no sólo disminuir los costos para el sistema de salud sino mejorar 

la calidad de vida de los pacientes diabéticos tipo I.  
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X. PERSPECTIVAS 

 
1. Evaluar la modulación de la respuesta inmunológica en las diferentes poblaciones de 

linfocitos T cooperadores (Th1, Th2 y TH17) en el páncreas de ratones NOD diabéticos 

tratados con silymarina, con la finalidad de determinar si las poblaciones Th2 están 

contribuyendo a la modulación que observamos. 

2. Evaluar la presencia y el tipo de linfocitos T reguladores en el páncreas de ratones NOD  

diabéticos tratados con silymarina, con el propósito de ahondar en las observaciones que 

hicimos al encontrar células positivas a IL10 y TGFβ en el infiltrado inflamatorio de los 

ratones tratados y poder saber su contribución a la regulación del daño. 

3. Evaluar el estado de maduración de las células dendríticas del páncreas de ratones NOD 

diabéticos tratados con silymarina y ver si este pudiera contribuir a la regulación de la 

respuesta inmunológica inducida por silymarina al favorecer la inducción de poblaciones 

específicas de linfocitos T cooperadores. 

4. Evaluar si las complicaciones clínicas más frecuentes (cataratas, retinopatía, neuropatía,etc)  

se presentan en tiempos más tardíos con el tratamiento de silymarina en los ratones NOD 

diabéticos. 
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