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ADA. Asociaciéon Americana de Diabetes. (por sus siglas en inglés)
DM. Diabetes Mellitus.
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EEUU. Estados Unidos de Norteamérica.

FDA. Administracion de Drogas y Alimentos. (por sus siglas en inglés)
GEL. Grupo experimental 1.

GE2. Grupo experimental 2.

GES3. Grupo experimental 3.

GE4. Grupo experimental 4.

GE5. Grupo experimental 5.

LEA-TIL. Liofilizado del extracto acuoso de Tamarindus indica Linn.
MCA. Medicina Complementaria Alternativa.

OMS Organizacion Mundial de la Salud.

SNC. Sistema Nervioso Central.

STZ. Streptozotocina.
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1.0 INTRODUCCION.

La Diabetes Mellitus (MD) es un desorden metabdlico crénico, caracterizado
por niveles persistentemente elevados de glucosa en sangre como consecuencia de
una alteracion en la secrecion y/o accion de la insulina, que afecta ademas, al
metabolismo del resto de los hidratos de carbono, lipidos y proteinas. El aumento de
glucosa en sangre por encima de los niveles normales condiciona de forma
inmediata unas manifestaciones clinicas caracteristicas y a largo plazo, si no se
corrige con el oportuno tratamiento, un dafio irreversible a nivel de diversos tejidos.

La importancia de este problema deriva de su frecuencia y de sus
complicaciones cronicas, micro y macrovasculares, constituyendo una de las
principales causas de invalidez y mortalidad prematura en la mayoria de los paises
desarrollados, ademas de afectar la calidad de vida de las personas. En México, la
Diabetes es la causa mas frecuente de ceguera en adultos, de amputaciones no
debidas a traumatismo y de insuficiencia renal crénica terminal. Los costos de
hospitalizacion por diabetes y los gastos para el mantenimiento de programas de
didlisis peritoneal ambulatoria consumen una proporcion muy importante del
presupuesto para la salud en las instituciones de seguridad social en México.

En la actualidad, la medicina moderna adn no tiene una terapia efectiva para
curar la DM, soélo existen tratamientos que ayudan a controlar y retrasar la
enfermedad. El tratamiento comun es considerado como incomodo y molesto para el
paciente, inicia desde la educacién, un plan de nutricion efectivo, la realizacion de
ejercicio y en algunos casos el uso de medicamentos, que presentan el
inconveniente de que pueden producir algunos efectos adversos.

Durante siglos, las personas han buscado formas de curar diferentes
dolencias y productos que les ayuden a mantener una salud 6ptima; en ocasiones su
busqueda se ha extendido mas alla del ambito de la practica médica tradicional y
también ha incluido los métodos de curacion naturales, también conocidos como
Medicina Complementaria Alternativa (MCA). Con la MCA, el usuario siente que el
tratamiento es una solucion segura, mientras utiliza la MCA tiene una sensacion de
bienestar. El hecho es que el paciente tiene un campo mas amplio para la
imaginacion, y también una sensacion de esperanza: estos factores tienen efectos
positivos, tanto fisiologicos como psicologicos. Cuando el paciente tiene cierto
control en lo que respecta al tratamiento, existe una sensacion de paz y comodidad.
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Esta creencia también es valida en los pacientes con diabetes. Como resultado,
pueden participar de forma mas abierta en el tratamiento o sentirse mas motivados
para cumplirlo.

El presente trabajo retoma diversos estudios previos y propone el uso del
liofilizado del extracto acuoso de la semilla de Tamarindus indica Linn como un MCA
en el tratamiento de la DM. Los objetivos inmediatos fueron el de evaluar y comparar
el posible efecto antidiabético del LEA-TIL con la insulina en ratones diabéticos

previamente inducidos con streptozotocina (STZ).
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2.0 ANTECEDENTES.
2.1 HISTORIA DE LA DIABETES MELLITUS.

La primera referencia a la diabetes se encuentra en el papiro de Ebers
encontrado en 1862 en Tebas (hoy Luxor). En el papiro se recoge una sintomalogia
que recuerda a la diabetes y unos remedios a base de determinadas decocciones. *

La antigua literatura hindu en los Vedas describe la orina pegajosa, con sabor
a miel y que atrae fuertemente a las hormigas de los diabéticos. Susruta, el padre de
la medicina hindu describié la diabetes mellitus y llegé incluso a diferenciar una
diabetes que se daba en los jovenes que conducia a la muerte y otras que se daba
en personas de una cierta edad. *

La medicina india ya distinguia dos formas de diabetes: una que se da en
jovenes delgados y que no sobreviven mucho tiempo y otra en personas mayores y
obesas, que claramente corresponden con la diabetes de tipo 1 y la de tipo 2
respectivamente de nuestros dias.*

Avicena, autor del Canon, traducido al latin y primer exponente de la medicina
arabe, describe la diabetes, y recomienda un tratamiento con semillas de alholva y
cedro, ambas con propiedades hipoglucemiantes. 3

Mathew Dobson (1725-1784) médico inglés de Liverpool hizo por primera vez
estudios en grupos de pacientes. Después de tratar un grupo de pacientes Dobson
informo6 que estos tenian azucar en la sangre y en la orina y describio los sintomas
de la diabetes. Dobson pensaba que el azicar se formaba en la sangre por algun
defecto de la digestion limitAndose los rifiones a eliminar el exceso de azucar.
Algunos afios mas tarde otro médico inglés, John Rollo, public6 sus observaciones
sobre dos casos diabéticos, describiendo muchos de los sintomas y el olor a
acetona (que confundié con olor a manzana) y proponiendo una dieta pobre en
hidratos de carbono y rica en carne, con complementos a base de antimonio, opio y
digital. Con esta dieta anorética, Rollo observé que se reducia el azicar en la sangre
y consiguié una mejora de la sintomatologia en algunos casos. Fue el primero en
acufar el término de Diabetes Mellitus para diferenciar la enfermedad de otras
formas de poliuria. *

Las funciones del pancreas como glandula capaz de reducir los niveles de
glucosa en sangre comenzaron a aclararse en la segunda mitad del siglo XIX. En
1889, Oskar Minskowski y Josef von Mering, tratando de averiguar si el pancreas era

necesario para la vida, pancreatectomizaron a un perro. Después de la operacion
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ambos investigadores observaron que el perro mostraba todos los sintomas de una
severa diabetes, con poliuria, sed insaciable e hiperfagia. Minskowski observo,
asimismo, hiperglucemia y glucosuria. De esta manera quedd demostrado que el
pancreas era necesario para regular los niveles de glucosa y estimulé a muchos
investigadores a tratar de aislar del pancreas un principio activo como un posible
tratamiento de la enfermedad.>®

Por otra parte, ya en 1869 un joven médico berlinés, Paul Langerhans
mientras trabajaba en su tesis doctoral, observd unos racimos de células
pancreaticas bien diferenciadas de las otras y que podian ser separadas de los
tejidos de los alrededores. Langerhans, que entonces tenia 22 afios, se limitd a
describir estas células sin entrar a tratar de averiguar cual era su funcién. Hubo que
esperar hasta 1893, fecha en la que un médico belga, Edouard Laguesse, sugirid
que estos racimos de células, que el habia llamado “islotes de Langerhans"
constituian la parte exocrina del pancreas. Sus ideas fueron continuadas por Jean
de Meyer quien denominé "insulina" a la sustancia procedente de los islotes (en latin
islote se denomina "insula") que debia poseer una actividad hipoglucemiante pero
que todavia era hipotética.*

En los ultimos afos del siglo XIX y los primeros del XX, se realizaron grandes
esfuerzos para aislar la insulina. Uno de los primeros investigadores en obtener
resultados fue el aleman Georg Zuelger quién obtuvo una serie de extractos
pancreaticos que eran capaces de reducir los sintomas de diabetes en un perro
previamente pancreatectomizado. Zuelger publicé sus resultados en 1907 e incluso
patentd su extracto ("Acomatol’). Sin embargo, los graves efectos toxicos que
producia hicieron que renunciase a seguir sus experimentaciones.*

La insulina fue descubierta en el verano 1921 por Sir Frederick Grant Banting
como consecuencia de una serie de experimentos realizados en la catedra del Prof.
John J. R. MacLeod, profesor de fisiologia de la Universidad de Toronto. Banting
habia mostrado bastante interés por la diabetes y habia seguido de cerca los
trabajos de diversos investigadores, quienes habian observado que la diabetes
estaba ocasionada por la carencia de una proteina originada en las células de los
islotes de Langerhans y que habian denominado insulina. Banting consigui6
convencer a MacLeod para que, durante las vacaciones de este le asignara un
ayudante y le permitiera utilizar sus laboratorios. Charles Best, estudiante de

Quimica fue el encargado de aislar la presunta proteina. En tan solo 9 semanas,
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luchando contra reloj, Banting y Best ligaron el conducto pancreatico de varios
perros y obtuvieron un extracto de pancreas libre de tripsina. Después, provocaron
una diabetes experimental en otros perros y, una vez desarrollada la enfermedad,
comprobaron que la administracion del extracto de pancreas de los primeros reducia
o anulaba la glucosuria de los segundos. Habian descubierto la insulina. Como
consecuencia de este descubrimiento, MacLeod y Banting recibieron en 1923 el
Premio Nébel de Medicina. Banting protestdé porque MaclLeod compartiera el premio

en lugar de Best, y repartié con este Ultimo su parte del Nébel.*

2.2 EPIDEMIOLOGIA EN MEXICO Y EL MUNDO.
En el mundo occidental la prevalencia de DM conocida oscila entre 1-3% de la

poblacion. ElI nimero de diabéticos que no conocen la existencia de su enfermedad
y que, por tanto no estan siendo tratados, es enorme. Se requiere un gran esfuerzo
para el diagndstico precoz de estas personas, con el fin de iniciar un tratamiento que
pudiera prevenir la presentacién de complicaciones (gréfica 1.1).2

La prevalencia total de DM2 se estima en un 6% de la poblacion. La
prevalencia de la DM1 en 0.2% de la poblacion. Existe un significativo aumento de la
prevalencia de DM en relaciéon con la edad: alcanza cifras entre el 10-15% en la
poblacibn mayor de 65 afios y el 20% si consideramos s6lo a los mayores de 80
afios.?

La primera causa de muerte entre los pacientes diabéticos es el infarto de
miocardio, que causa el 50-60% de las muertes en pacientes con DM1. Mientras que
la principal causa de defuncidon de pacientes con DM2 es la insuficiencia renal por
neuropatia diabética.?

La DM es una de las més frecuentes alteraciones del metabolismo, solamente

superada por la obesidad, con la cual coincide en muchas ocasiones.?
PREVALENCIA DE DIABETES
(en millones de personas)

21

TOTAL CONOCIDA
(conocida
+ ignorada)

Grafica 1.1. La relacion entre Diabetes conocida y desconocida es de 1/1 y 2,2/1 dependiendo de los
grupos de edad. Esto significa que la mitad de las personas que padecen diabetes lo desconocen.
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En la grafica 1.2 se muestra la prevalencia de las complicaciones crénicas

producidas por la diabetes.

PREVALENCIA DE COMPLICACIONES CRONICAS DE DIABETES
Fuente: Alberto Goday Arno
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RETINOPATIA NEUROPATIA  NEFROPATIA PIE DIABETICO
Grafica 1.2. Prevalencia de complicaciones cronicas de Diabetes

La grafica 1.3 muestra una relacién acerca de la prevalencia de DM a nivel
mundial respecto a la edad y sexo de los individuos. Se puede observar que
conforme el tiempo transcurre, la probabilidad de adquirir DM aumenta de una

manera muy importante.®

---+--- Hombres
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Gréfica 1.3. Prevalencia de DM a nivel mundial respecto a edad v al sexo de los individuos.®

En las dltimas cinco décadas se ha observado en México un aumento
progresivo en la prevalencia de la diabetes y en la tasa de mortalidad atribuible a
esta enfermedad. Las complicaciones crénicas de la diabetes también ocupan un
lugar importante y creciente entre las causas de atencidon médica. La tasa de
mortalidad atribuible a Diabetes creci6, de 5 a 31 casos por 100 mil habitantes entre

1950 y 1990, es decir, aumento seis veces a lo largo de cuatro décadas. La tasa de
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mortalidad por diabetes ha continuado creciendo, de manera que en 1996 ésta fue
de 37.4 casos por cada 100 mil.°

Los informes de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) publicados el
pasado decenio han puesto de manifiesto un avance de la prevalencia de la diabetes
en todo el mundo: 135 millones en 1995, 151 millones en 2000, se prevén 221
millones en 2010 y 324 millones en el 2025 (Figura 1).*

242

16%

S,/ 35 :‘_;. ; o
59% 97% | Ak

197 7
o
X 59%

Total
2003 = 189 millenes
2025 = 324 millones

Incremento 72%

Figura 1. Avance de la Diabetes en el mundo previsto por la OMS hasta el afio 2025.%°

2.3 PANCREAS.
2.3.1 Anatomia general y funcion.

El pancreas humano es una glandula lobulada que pesa entre 60 y 170 g,
mide entre 13 y 25 cm de longitud y se localiza inmediatamente caudal al estbmago
y junto al higado a lo largo del tubo digestivo (figura 2). Su cabeza (porcién proximal)
queda ubicada en el angulo del duodeno y su cola (porcion distal) contacta con el
bazo. En los vertebrados es un Organo esencial, responsable de la digestion y la
homeostasis de la glucosa. También, representa la Unica fuente de produccion de
insulina en los vertebrados y su alteracion ocasiona un problema de salud
importante, la DM.**

Es interesante hacer notar que el aspecto histologico del pancreas en el
hombre es muy parecido al de otros animales y lo podemos dividir en cuatro

porciones: cabeza, istmo, cuerpo y cola.?’
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Figura 2. Anatomia y ubicacion del pancreas

El pancreas es una de las glandulas de la especie humana y de numerosas
especies animales que tiene secrecion externa e interna y relacion con la digestion
intestinal, asi como con el metabolismo de la glucosa. La unidad de secrecion
exocrina esta representada por el acino pancredtico, en tanto que el islote de
Langerhans representa a la unidad de secrecion interna. Ademas, de la estructura
histoldgica se debe considerar todo el sistema de conductos, estroma, vasos y
nervios.’

El pancreas humano cumple 2 funciones fundamentales:

1. Funcion exocrina que se encarga de producir y segregar diversas enzimas
encargadas de la digestion de los alimentos.?

2. Funcion endocrina que se encarga de sintetizar y segregar hormonas que
intervienen en el metabolismo fundamentalmente de los hidratos de carbono
pero también de las grasas y las proteinas. La funcién endocrina del pancreas
depende de los islotes de Langerhans.?

Los islotes de Langerhans son agrupaciones de tejido endocrino que se
encuentran dispersos por el pancreas exocrino de todos los vertebrados superiores
a los peces de esqueleto osificado (teledsteos) en la escala evolutiva. En los
mamiferos adultos, los islotes representan entre el 1% y el 2% de la masa
pancreatica y, por tanto, suponen alrededor de 1 g de tejido en el ser humano adulto.
Los islotes son estructuras complejas de células y actian de forma independiente
como microorganismos y en conjunto, como el pancreas endocrino.**

Los islotes estan conformados por células epiteliales endocrinas separadas
de la porcién exocrina por una capa de fibras de colagena; miden alrededor de 150 a

200 ym de diametro y se distinguen en su mayor proporcién en la cola del pancreas.
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En los islotes de Langerhans se han identificado cuatro tipos de células, en

las cuales se secreta especificamente determinado tipo de hormonas (Tabla 1.1).°

Desde hace mucho tiempo se ha sabido que al quitar el pancreas de un

animal se desarrolla Diabetes. Asi también, desde el punto de vista experimental, al

lesionar los islotes con algunas sustancias se ocasiona Diabetes, disminuye la

insulina en la circulacion, y por tanto no hay duda de la funcion endocrina de los

islotes.®
Tabla 1.1. Composicién anatémica del pancreas.’
Composicion Secrecién
Exocrino (99%) Acidos conductos Enzimas digestivas
Célula B (60-70%) Insulina
Endocrino Islotes de Célula A (10-20%) Glucagon
(1%) Langerhans Célula D (5-10%) Somatostatina
Célula PP (10-20%) Polipéptido pancreatico

Células Beta. En su mayor parte se localizan en el cuerpo, la cola y la
porcion anterior de la cabeza del pancreas y constituyen del 70 al 80% de las
células endocrinas de los islotes. Su importancia radica en la produccion de
insulina y tienen la capacidad de secretar amilina o péptido amiloide de los
islotes (PPAI), que se cosecreta con la insulina, lo que ocasiona
concentraciones circulantes alrededor de 10% de las de insulina. Se
encuentra en cantidades elevadas en el pancreas de muchos pacientes con
DMZ2. Las altas concentraciones de PPAI disminuyen la captacién de glucosa
e inhiben la secrecién endégena de insulina.’

Células Alfa. Tienen la misma localizacion que las células beta, pero en
menor cantidad (alrededor del 20% de las células de los islotes de esas
zonas). Son las encargadas de secretar glucagén.®

Células Delta. Estas células existen con la misma distribucion que las
células beta y alfa en un muy pequefio porcentaje de los islotes (3 al 5%).
Tienen la capacidad de producir somatostatina de 14 aminoécidos.®

Células F. Se localizan en su mayor parte (80 a 85%) en la porcion posterior
de la cabeza del pancreas. Son las encargadas de producir polipéptido
pancreatico, cuya funcion no se ha esclarecido aun. Dicho péptido se

encuentra en mayores cantidades en hombres y ancianos, y es una respuesta
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a la ingesta de alimentos, el alcoholismo, la diarrea, la hipoglucemia o

enfermedades inflamatorias.®

2.3.2 Regulacion de la secrecién de insulina.

Se inicia con la entrada de glucosa a la célula beta mediante difusion pasiva
facilitada por una proteina de membrana especifica (transportadora de glucosa-2 o
GLUT?2). Este transportador tiene la capacidad de difundir la glucosa al interior de la
célula en forma extremadamente rapida. Una vez dentro de la célula, el paso
determinante del metabolismo de la glucosa como estimulo para la liberacién de
insulina es la fosforilacién de la glucosa por medio de la glucocinasa. El calcio tiene
participacion importante en la regulacion de la secrecion de insulina. Los granulos de
las células beta que contienen insulina estan unidos en forma lineal a microtubulos,
los cuales se contraen cuando se exponen a altas concentraciones de calcio
intracelular.’

Como amplificadores de la liberaciébn de insulina inducida por glucosa se
encuentran las hormonas intestinales (péptido 1-glucagonoide, péptido gastrico
inhibitorio, colecistocinina, secretina, gastrina), amplificadores neurales (estimulacion
beta adrenérgica) y arginina. Como principales factores inhibidores se encuentran el
efecto alfa adrenérgico, catecolaminas, somatostatina y farmacos como diazéxido,
fenitoina, vinblastina y colchicina.’

El receptor de insulina es un proteina tetramérica constituida por sus dos
subunidades alfa y dos beta que pertenece a una subfamilia de tirocina cinasas
receptoras. Se encuentra distribuido ampliamente por el organismo, incluso en los
tejidos considerados clasicamente como "sensibles" e "insensibles” a la insulina.**

La insulina se une a la subunidad a del receptor y al hacerlo ocasiona un
cambio conformacional de la subunidad B, cambio que estimula la actividad cinasa
del receptor que induce la autofosforilizacion en 6 residuos de tirosina, lo cual
promueve la fosforilacion de la proteina IRS-1 (insulin receptor substrate 1),
entonces se induce la union covalente de IRS-1 con otras proteinas especificas
como la fosfatitidilinositol 3-cinasa (PI3-cinasa). La PI3-cinasa activa una proteina de
membrana, la GLUT-4 que toma la glucosa del medio extracelular y la transporta al

interior de la célula.*?
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2.4 DIABETES MELLITUS

La Diabetes Mellitus (MD) es un desorden metabdlico cronico, caracterizado
por niveles persistentemente elevados de glucosa en sangre, como consecuencia de
una alteracion en la secrecién y/o accién de la insulina, que afecta ademas al
metabolismo del resto de los hidratos de carbono, lipidos y proteinas. El aumento de
glucosa en sangre por encima de los niveles normales condiciona de forma
inmediata unas manifestaciones clinicas caracteristicas, y a largo plazo, si no se
corrige con el oportuno tratamiento, un dafio irreversible a nivel de diversos tejidos.*

En Junio de 1997, se ha propuesto una nueva clasificacion de la DM y nuevos
criterios de cribado y diagnéstico, formulados tras el acuerdo del Comité de Expertos
de la ADA y de la OMS. Se propone utilizar los términos DM tipo 1 y DM tipo 2 (DM1
y DM2 respectivamente).?

En cualquiera de los dos tipos las manifestaciones clinicas seran iguales,
dado que resultan de una alteracion similar: la elevacion de la glucosa en sangre. La
hiperglucemia condiciona:

1. El aumento de la eliminacion de glucosa por la orina (glucosuria). Para
eliminar la cantidad elevada de glucosa por la orina es indispensable que
aumente la eliminacion de agua en la cual diluir esa glucosa, ello condiciona
poliuria.?

2. El organismo compensa ese aumento de eliminacién de agua por la orina,
aumentando la sensacion de sed, ello condiciona polidipsia.?

3. La pérdida de glucosa por la orina lleva consigo una pérdida de calorias (por
cada gramo de glucosa que se elimina se pierden 4 calorias), ello da lugar a
la pérdida de peso.?

4. A la pérdida de calorias, el organismo la compensa aumentando la sensacién
de hambre, con lo cual el individuo come una mayor cantidad de alimento,
polifagia.?

La poliuria, polidipsia, polifagia y pérdida de peso representan los sintomas
fundamentales de la DM. Ademas de estos sintomas fundamentales, el
mantenimiento de niveles elevados de glucosa durante tiempos prolongados,
generalmente después de cinco o mas afios de evolucion de la DM no controlada,
da lugar a lesiones a nivel de la pared de pequefios vasos sanguineos de diversos

organos, condicionando manifestaciones clinicas tardias, representadas
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fundamentalmente por retinopatia, neuropatia y neuropatia diabética, que una vez

iniciadas son irreversibles a pesar de cualquier tipo de tratamiento y que progresan

en el tiempo siendo el origen respectivamente de ceguera, insuficiencia renal y

diversas manifestaciones neuroldgicas.?

2.4.1 DM1

Es causada por una destruccién autoinmune de la célula beta pancreatica.?
Aungue lo comlUn es que comience en nifios o0 adultos jovenes, puede
ocurrir a cualquier edad.?

La tasa de destruccion de la célula beta es bastante variable, pudiendo ser
rapida en algunos individuos (principalmente nifios) y lenta en otros
(principalmente adultos).?

Habitualmente el peso es normal o por debajo de lo normal, pero la
presencia de obesidad no es incompatible con el diagnéstico.?

Estos pacientes son propensos a otras alteraciones autoinmunes, tales
como enfermedad de Graves, tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de
Addison, vitiligo y anemia perniciosa.?

El comienzo suele ser de forma brusca, con cetoacidosis, en nifios y
adolescentes. Otros tienen moderada hiperglucemia basal que puede
evolucionar répidamente a hiperglucemia severa y/o cetoacidosis en
presencia de infeccion o estrés. Estos individuos pueden volverse
eventualmente dependientes de la insulina, presentando riesgo de
cetoacidosis y precisando tratamiento insulinico para sobrevivir. En las fases

tardias de la enfermedad hay poca o ninguna secrecién insulinica.?

2.4.2 DM2.

Aunque puede ocurrir a cualquier edad, es habitual su comienzo en la vida
adulta, después de los 40 afios.

Caracterizada por resistencia insulinica asociada usualmente a un déficit
relativo de insulina. Puede variar desde el predominio de la resistencia
insulinica con un relativo déficit a un predominio del déficit en la secrecion de
insulina con resistencia insulinica.?

La obesidad esta presente en el 80% de los pacientes. Los pacientes que

no se consideran obesos por los criterios tradicionales pueden presentar un

Roberto Alejandro Reyes Valdés Pagina 12



aumento en el porcentaje de grasa distribuida de forma predominantemente
en la regién abdominal.?

- El riesgo de desarrollar esta forma de diabetes aumenta con la edad, el
peso y la falta de actividad fisica; es mas frecuente en mujeres con
antecedentes de DM gestacional y en individuos con hipertension o
dislipemia.?

- Representa el 90-95% de los casos de DM.?

- Suele tener un comienzo insidioso.?

- Son

resistentes a

situaciones de estrés o infeccion.?

- No precisan insulina para mantener la vida, aunque pueden requerirla para

conseguir el control glucémico.?

la cetoacidosis,

aunque pueden presentarla en

Est4 fuertemente asociada con una fuerte predisposicion genética; sin

embargo este factor genético es complejo y no claramente definido.?

Tabla 1.2. Caracteristicas diferenciales entre la DM1 y DM2. ?

DM1 DM?2
Sexo H=M M>H
Edad de < 30 afios (puede aparecer a > 40 afos
diagnostico cualquier edad)
Aparicion Brusca Solapada
Peso No obeso Obesidad o sobrepeso (80%)
Periodo de A veces Raro
remision
Propension ala Si No
cetosis
Tratamiento Frecuentemente indispensable* Puede necesitar insulina para un
insulinico correcto control metabdlico o en
situaciones de estrés (cetosis)
Herencia Coincidencia gemelos idénticos Coincidencia gemelos idénticos
(40-50%) (90%)
Genética Asociada ALA (cromosoma 6) Constituye un grupo heterogéneo

(¢cromosoma 117?)

sin marcadores genéticos definidos

90% (Anticuerpos
anticitoplasma de los islotes

Autoanticuerpos pancreéticos, ICA; Anticuerpos No
contra la decarboxilasa del
acido glutdmico, GAD)

Inmunidad celular Si No

pancreatica

Etiologia viral Posible No

Insulinitas inicial 50-75% No
Endocrinopatias Si No
multiples asociadas

Niveles de Descendidos o nulos Variables

insulinemia

* En ausencia de tratamiento insulinico desarrolla rapidamente hiperglucemia-cetosis-coma con
riesgo de fallecimiento.
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2.5 TRATAMIENTO DE DIABETES MELLITUS.

La terapia nutricional y el ejercicio fisico estan integrados en el plan de
cuidados generales de un paciente con DM, ambos constituyen dos pilares basicos
que junto con la farmacopea, permiten disefiar un plan terapéutico, dirigido al
control y mejora de la calidad de vida de los pacientes con DM.?

Una dieta apropiada es esencial. De hecho para muchos pacientes con DM1
un buen programa de control de peso es suficiente por si solo para tratar la
enfermedad. Es necesario elaborar una dieta especifica para cada individuo
orientada, basicamente, hacia la reduccion de peso mediante un control individual y
el establecimiento de unos patrones de comida. Los diabéticos deben regular
cuidadosamente el consumo de hidratos de carbono (azlicar y almidones), grasas y
proteinas. Las bebidas alcohdlicos tienden a agravar la diabetes. Asi que se debe de
limitar el consumo de alcohol. Ademas el alcohol es una fuente de calorias
concentrada, y su consumo puede complicar el control del peso.®

El ejercicio es otra parte importante en el tratamiento de los diabéticos. El
ejercicio regular ayuda a mantener el peso adecuado, pero mas importante todavia
es el beneficio sobre el aparato circulatorio.’

El tabaco es un importante factor de riesgo cardiovascular en todos los
ciudadanos pero el aumento de riesgo que origina en los diabéticos es mucho
mayor.*°

En principio, la insulina es una hormona utilizada por diabéticos menores de
40 afos, mientras que los hipoglucémicos orales los utilizan personas que han
desarrollado la diabetes después de esta edad, aunque hay excepciones a esta
regla.®

El efecto de la insulina en el higado consiste principalmente en promover el
anabolismo por sintesis y almacenamiento de glucégeno, asi como al inhibir su
liberacién; aumenta la recomposicion de triglicéridos, proteinas y VLDL; inhibe la
gluconeogénesis y promueve la glucodlisis. También tiene efecto inhibidor del
catabolismo al bloquear la glucogendlisis y la cetogénesis. En el masculo estimula la
sintesis de proteinas, y aumenta el transporte de aminoacidos y la sintesis
ribosémica de proteinas. Asimismo, promueve la conformacion de glucégeno al
activar la glucogenosintetasa e inhibir la enzima glucogenofosforilasa. En el tejido

adiposo, la insulina tiene la capacidad de promover el almacenamiento de
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triglicéridos por aumento de la lipasa lipoproteinica, del glicerolfosfato alfa y por
inhibicién de la lipdlisis intracelular de triglicéridos mediante supresion de la lipasa
intracelular.**

La falta de insulina puede ser: Cuantitativa, por disminucion de la produccion
de insulina por la célula B, como consecuencia de una lesion directa de la propia
célula B, que hace que el numero de células capaces de producir insulina se vea
cuantitativamente disminuido. También puede ser Relativa, como consecuencia de
una falta de accién de la insulina que a pesar de producirse en cantidades normales
a nivel de las células B, no es capaz de ejercer su accion: facilitar el paso de la
glucosa desde la sangre a los tejidos.*

En cualquiera de los dos casos el resultado final sera el mismo: una elevacion
de los niveles de glucosa en sangre por falta de utilizacion de glucosa en los tejidos.
Esta diferencia permite distinguir los dos tipos de DM.*3

La produccion de insulina humana en el laboratorio, a principios del decenio
de los afios ochenta ha motivado gradualmente la sustitucion de las insulinas
animales como eleccion terapéutica viable para diabéticos. Las insulinas humanas y
los nuevos analogos de la insulina producidos por tecnologia de ADN recombinante
se estan convirtiendo en las principales insulinas utilizadas en el tratamiento actual
de la diabetes en la mayoria de paises. Las insulinas de uso clinico pueden
caracterizarse con arreglo a sus perfiles farmacocinéticos. Estan disponibles en
preparaciones de accion ultrarrapida, de acciéon rapida, de accién intermedia y de
accion prolongada. En la tabla 1.3 se muestra el inicio, el maximo y la duracion de la
accion tras la accion subcutanea de las insulinas frecuentemente utilizadas en el
tratamiento. Los diferentes perfiles de tiempo-accion posibilitan la consecucién del
objetivo de simular la secrecién insulinica fisiol6gica.**

Tabla 1.3. Caracteristicas farmacocinéticas aproximadas de la insulina humana y de los
anélogos de la insulina tras la inyeccién subcutanea.™

Insulina Inicio de acciéon Accién maxima Duracion de la
accion
Insulinas prandiales
Lispro 10-15 min 1-15h 4-5h
Asparta 10-15 min 1-2h 4-6 h
Rapida 15-60 min 2-4 h 5-8 h
Insulinas basales
NPH 2.5-3h 5-7h 13-16 h
Lente 2.5-3h 7-12 h Hasta 18 h
Glarginab 2-3h Sin pico Hasta 30 h
Ultralente 3-4h 8-10 h Hasta 20 h
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Las insulinas prandiales son los anélogos de accion ultrarrapida o las
insulinas humanas de accién rapida. Estas insulinas se han utilizado para intentar
simular las altas concentraciones de insulina observadas en sujetos sin diabetes tras
la ingestibn de una comida. Las insulinas basales son las insulinas humanas y
analogos de accion intermedia y de accién prolongada.*

El perfil tiempo-acciébn de la insulina rapida humana no puede imitar
adecuadamente la secrecion insulinica fisiolégica. La insulina en solucién se
autoagrega formando grandes agregados denominados hexameros. Estos grandes
agregados deben disociarse tras la inyeccion subcutanea antes de que sea posible
la difusion de la insulina hacia la circulacion. Por lo tanto, se han desarrollado
analogos de la insulina humana que pueden disociarse rapidamente de hexameros a
monomeros 0 que se mantienen menos agregados en solucién, lo que permite una
absorcién y un inicio de accién mas rapidos. Dada la naturaleza de la "accién corta"
de la insulina rapida, se utiliza principalmente como insulina prandial. Por tanto, la
insulina rapida debe administrarse aproximadamente 30 a 45 minutos antes de una
comida para equiparar la cinética de la absorcion de insulina con el pico de
absorcion de hidratos de carbono tras la comida.™

Las insulinas humanas de accion intermedia estan modificadas en forma de
suspension para retrasar su absorcion desde los puntos subcutaneos, con lo cual se
prolonga su accion. La funcién de la insulina de accion prolongada es prestar una
cobertura insulinica basal con una accion farmacolégica/biologica maxima
relativamente pequefia o inexistente. La mayoria de los pacientes (75%) requiere
una Unica inyeccion de insulina basal al dia, a la hora de acostarse. **

El uso de insulina precombinada evita los posibles problemas de Ila
autocombinacion y reduce en numero de pasos antes de la inyeccion, con lo que se
reduce el nUmero de posibles errores. Las insulinas precombinadas estan indicadas
preferentemente en pacientes ancianos, asi como pacientes con trastornos visuales
o de la motricidad fina. Sin embargo, las insulinas precombinadas no permiten un
facil ajuste de la dosis de insulina prandial y basal y son inadecuadas para pacientes
con DM1, aunque son utiles y se utilizan frecuentemente en el tratamiento de la
DM2.*

Los antidiabéticos orales son farmacos administrados por via oral capaces de
mejorar el control glucémico en determinados tipos de DM, mediante la amplificacion

de los efectos metabdlicos de la insulina endégena. Se clasifican en: 2
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a) Sulfonilureas (SU).
b) Biguanidas.
c) Inhibidores de la a-glucosidasa intestinal.
d) Fibra dietética.
a) Sulfonilureas. Son estimulantes de la liberacion de insulina (secretagogos).Las SU
tienen un efecto hipoglucemiante porque estimulan a la célula 3 para que aumente la
secrecion de insulina. Se ligan a un receptor y cierran el canal de potasio ATP
dependiente, a medida que el potasio se acumula dentro de la membrana de la
célula B, ésta se desporaliza y produce un ingreso rapido de calcio. El calcio produce
la migracién de los granulos de insulina hacia la superficie de la membrana celular,
en este sitio los granulos se rompen y se libera la insulina. La reduccion en los
niveles de glucemia disminuye la toxicidad de la glucosa, lo que mejora la
sensibilidad a la insulina en musculos y en tejido adiposo.®
Las indicaciones de las SU son:
~ DM2 con mal control glucémico a pesar de dieta y ejercicio fisico, con un
cierto grado de reserva pancreatica.’
~ Tratamiento de eleccion de la DM2 sin sobrepeso que no se controla con
dieta y ejercicio cuando existen contraindicaciones o efectos secundarios que
impiden el uso de metformina.®
~ Tratamiento combinado con otros farmacos.”

Sus contraindicaciones son para DM1, embarazo y lactancia, cirugia menor,
infecciones severas, estrés, traumatismos, insuficiencia renal o hepatica, alergia a
SU o sulfamidas, existencia de cetosis, cirugia y traumatismos, infarto agudo al
miocardio.’

El efecto secundario mas frecuente es la hipoglucemia, que puede ser grave y
prolongada. Otros efectos secundarios menos frecuentes suelen aparecer en los
primeros meses de tratamiento.?

b) Biguanidas. Son antidiabéticos orales con accidbn exclusivamente

extrapancreatica. Ejercen su efecto a distintos niveles:

14

Aumentan la capacitacién periférica de glucosa.?*

4

Disminuyen la produccién hepatica de glucosa.?*

Disminuyen la absorcion intestinal de glucosa.?*

4

14

Poseen cierto efecto anorexigeno.
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Sus indicaciones son:
~ DM2 con obesidad que no responden a la dieta y ejercicio fisico.?*
~ DM2, asociandolos a SU.?*

Sus contraindicaciones son para enfermedad renal o hepatica, insuficiencia
cardiaca, embarazo y ancianos.?

Sus efectos adversos son acidosis lactica (fenformina), molestias
gastrointestinales, no producen hipoglucemia.?*

La metformina es la Unica biguanida recomendada. Su mecanismo parece ser
la disminucién de la gluconeogénesis hepética y en menor grado, el aumento de la
captacion de glucosa a nivel muscular. No estimula la secrecién pancreética de
insulina, por tanto no produce aumento de peso ni hipoglucemia. No se han descrito
interacciones con otros farmacos.?

A diferencia de la insulina, las sulfonilureas y las tiazolidinedionas, la
metformina es capaz de conseguir en pacientes obesos una reduccién del peso
corporal cuando se alcanza un buen control glucémico. Se atribuye este efecto, en
parte, a sus efectos secundarios a nivel gastrointestinal y a una anorexia inducida, lo
que hace de este farmaco una de las principales opciones terapéuticas en los
pacientes obesos. Se han conseguido reducciones significativas en la grasa corporal
total.*

c) Inhibidores de la a-glucosidasa intestinal. Son farmacos que inhiben las enzimas
intestinales encargadas de desdoblar los glucidos en azucares simples. Tal
inhibicion produce 2 efectos:
1. Retrasar la absorcién de glucosa y disminuir la glucemia postpandrial.?
2. Disminuir la secrecién de polipéptidos intestinales.?
Sus indicaciones son:
~ Tratamiento de primera eleccibn en pacientes con DM2 e hiperglucemia
postprandial intensa y basales moderadas. En ancianos son farmacos
seguros, por no producir hipoglucemia.?
~ Tratamiento complementario a la insulina en el DM1 y a los antidiabéticos
orales/insulina en DM2.?

Como efectos secundarios en un 60% de los pacientes puede aparecer, al
inicio del tratamiento, flatulencia y meteorismo. La intensidad esta relacionada con la
dosis y se acentua por el consumo de edulcorantes, legumbres y algunas verduras

(coles). Ocasionalmente pueden aparecer dolor abdominal y diarrea.*
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d) Fibra dietética. Es un conjunto de sustancias de origen vegetal que no pueden ser
digeridas por el tracto digestivo humano. Dentro de los tipos de fibra dietética, la
fibra soluble es la que presenta un mayor efecto metabdlico, reduciendo la absorcion
de glucosa y lipidos a nivel intestinal. Se encuentra indicado como tratamiento

complementario a la dieta y ejercicio fisico en diabéticos obesos.’

2.6 MEDICINA COMPLEMENTARIA Y ALTERNATIVA.

Durante siglos, las personas han buscado formas de curar diferentes
dolencias y productos que les ayuden a mantener una salud 6ptima; en ocasiones su
busqueda se ha extendido mas all4 del ambito de la practica médica tradicional y
también ha incluido los métodos de curacion naturales, también conocidos como
Medicina Complementaria Alternativa (MCA). Se entienden por MCA las medicinas
gue pueden utilizarse conjuntamente con los tratamientos tradicionales, ejerciendo
una funcién complementaria.*

Se han realizado estudios para analizar el uso de la MCA y los tratamientos
no tradicionales con vistas a contribuir a aliviar las complicaciones de la diabetes.
Por ejemplo, en octubre de 2002 la American Journal of Public Healt indicé que,
segun los calculos de una encuesta nacional que contenia datos de 1997 a 1998,
hasta el 57% de las personas con diabetes utilizaban MCA. Uno de los motivos de
este aumento del uso de la MCA es que tiene en cuenta la totalidad del organismo
(el denominado enfoque integral), con lo que le ayuda a mitigar las complicaciones
asociadas a la diabetes que afectan a varios sistemas organicos. En el caso de una
enfermedad crénica como la diabetes, el objetivo de la MCA es conseguir un alivio
sintomatico, mas que tratar la enfermedad en si.*

Esto implica que las personas siguen buscando en la MCA el remedio de
diversas dolencias antes de acudir a su profesional sanitario. Sin embargo, pueden
surgir problemas cuando los consumidores ven en la etiqueta de un producto que es
‘completamente natural” y suponen que esta condicion de natural garantiza
automaticamente su seguridad y que no puede ser perjudicial.

El paciente diabético necesita informacion exacta antes de decidir utilizar la
medicina complementaria y alternativa (MCA), ya que esta puede presentar diversos
inconvenientes tales como:

e Supone el uso de productos que no estan normalizados ni regulados

oficialmente por la Food and Drug Administration de EEUU.!
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e No es utilizada ni conocida por todos los profesionales sanitarios.*

e Carece de medidas adecuadas que regulen los productos medicinales de
herboristeria.*

e Carece del respaldo de la investigacion.*

Aunque los productos herbolarios pueden utilizarse para combatir dolencias
comunes, habra que considerar sus posibles repercusiones en el control de la
glucemia en pacientes diabéticos. En algunos estudios se ha demostrado que
determinados productos herbolarios ayudan a mantener concentraciones 6ptimas de
glucosa en el paciente con Diabetes (tabla 1.4). Tales productos también pueden
aumentar la respuesta de las células del organismo a la insulina, con lo que
mejorarian el aprovechamiento de esta hormona y reducirian las necesidades de
insulina y medicacion. La eficacia de los productos herbolarios debe apreciarse en 1
0 2 meses; si la glucemia del paciente desciende, la dosis de su medicacion debe
reducirse pero no interrumpirse. Si los valores de glucemia no descienden, el
paciente debe dejar de tomar el producto herbolario.*

La MCA no se limita al uso de productos herbolarios. Los pacientes con
diabetes pueden utilizar ademés otras practicas como el yoga, la meditacién y la
oracion. El enfermo diabético puede utilizar otros tipos de MCA basandose en sus
creencias personales. Por ejemplo, puede creer que es necesario restablecer el
equilibrio del cuerpo para ayudar a restablecer el control de la glucosa.

Tabla 1.4. Hierbas de uso comun en la medicina tradicional china.

Nombre Nombre Consideraciones
comun Botanico
Astragalo Astragalus e Potencia la tolerancia a la glucosa y eleva la
membraneceus concentracion sérica de insulina; no se debe usar en
pacientes sometidos a transplante de drganos.
Ginseng Panax ginseng ¢ Reduce la glucemia, favorece la digestion y ayuda a
eliminar la fatiga.
Fu ling Poriae cocos ¢ Reduce la glucemia; actiia como ténico, sedante y
diurético.
Corteza de Lycium chinense ¢ Reduce la glucemia (accion lenta y duradera)
cambronera
china
Fruto de Lycium chinense e Produce un descenso sostenido de la glucemia;
cambronera aumenta la tolerancia de los hidratos de carbono;
china favorece la circulacion sanguinea.
Rehmannia Rehmannia e Potencia la tolerancia a la glucosa y eleva la
glutinosa concentracion sérica de insulina.
Escrofularia Scrophularia e Potencia la tolerancia a la glucosa y eleva la
ningpoensis concentracion sérica de insulina, pero no tanto como la
Rehmannia.
Raiz de Trichosanthes ¢ Potencia la tolerancia a la glucosa y eleva la
trichosanthes kirilowii concentracion sérica de insulina,
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¢Como se mide el grado de éxito de la MCA? Los usuarios pueden tener
diferentes opiniones sobre los resultados de los tratamientos. No obstante, la opinion
comun entre los cientificos es que el paciente mejora porque espera hacerlo. El
usuario siente que el tratamiento es una solucién segura. Mientras utiliza la MCA, se
siente bien. Que se trate de una sensacion de bienestar psicoldgica o real es algo
discutible. ElI hecho es que el paciente tiene un campo mas amplio para la
imaginacion, y también una sensacion de esperanza: estos factores tienen efectos
positivos, tanto fisiologicos como psicologicos. Cuando el paciente tiene cierto
control en lo que respecta al tratamiento, existe una sensacion de paz y comodidad.
Esta creencia también es valida en los pacientes con diabetes. Como resultado,
pueden participar de forma mas abierta en el tratamiento o sentirse mas motivados
para cumplirlo. Debe existir una solida relacidon paciente-profesional para mejorar los

resultados de todas las intervenciones terapéuticas.’

2.7 Tamarindus indica Linn.

Tamarindus indica Linn (TiL) es un arbol de gran tamafo, larga vida y
usualmente siempre verde, nativo a los trépicos del Viejo Mundo que pertenece a las
leguminosas, la familia Caesalpiniaceae. Conocido cominmente como tamarindo,
este arbol se ha plantado y naturalizado extensamente en las regiones tropicales y
subtropicales. El TiL por lo usual comienza a producir fruta entre los 7 y los 10 afios
de edad, con la produccion de vainas estabilizandose alrededor de los 15 afios. Las
semillas son ovoides-orbiculares, comprimidas, de color pardo brillante, de
aproximadamente 1.6 cm de largo, con alrededor de 850 a 1,000 semillas por

kilogramo.?®

Figura 3. Tamarindus indica Linn.
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Usos. En sus areas de distribucion natural o artificial, la madera se tiene en
gran estima. La pulpa de la fruta, que comprende alrededor de la mitad del peso de
la vaina y tiene un sabor agridulce, contiene azucares (del 30 al 40 por ciento a base
del peso); acidos organicos tales como citrico, acético, tartarico y ascorbico (vitamina
C); pectina; vitaminas, y minerales. Es también, una fuente rica en calcio. La pulpa
se usa extensamente en la cocina del sur de la India para la preparacion de
refrescos, confituras y helados a través de las areas de distribucion natural y artificial
de la especie. También se ha demostrado que su extracto puede actuar en la
disminucién en los niveles de colesterol total (50%), colesterol no-HDL (73%) y
triglicéridos (60%).°

Los productos derivados de TiL son usados extensamente en la medicina
tradicional de la India y Africa. Una coccion de la corteza se usa como una locion
para los ojos y como un astringente en el tratamiento de la diarrea. Se usa una
cataplasma de las hojas para lavar las heridas y reducir la inflamacion. Las semillas
molidas son astringentes y se usan para el tratamiento de la disenteria.>

La cascara de la semilla de TiL, es casi completamente digerible y una rica
fuente de taninos. A pesar de los taninos se consideran generalmente como
antinutricionales, ciertas clases de taninos en bajas concentraciones son conocidos
por alterar la fermentacion de los carbohidratos y proteinas. Esto conllevd a que en
el sistema tradicional indio de medicina, los remedios herbolarios sean prescritos
para el tratamiento de enfermedades como la diabetes mellitus. En los Ultimos afios,
las plantas estan siendo debidamente tratadas en una variedad de estados
fisiopatoldgicos. Diversos estudios realizados al extracto acuoso de las semillas de
Tamarindus indica Linn han demostrado que puede reducir el nivel de azlcar en
sangre de ratas diabéticas inducidas con streptozotocina, por lo que ha sido utilizado
en medicina tradicional para el tratamiento de la diabetes mellitus.”* Estos estudios
realizados han demostrado ademas que es a las tres horas después de la
administracion del extracto cuando se alcanza un pico maximo en la disminucion de
los niveles de glucosa en sangre, es por esto que incluso se recomienda en la
medicina tradicional india que su consumo sea unas 2 horas antes de cada
alimento.?*Y 3’

Incluso también se ha demostrado que el extracto de corteza de la semilla de
Tamarindus indica presenta propiedades antioxidantes. El extracto se compone de

los flavonoides incluidos los taninos, polifenoles, antocianidinas y proantocianidinas
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oligoméricas, sin embargo presenta el inconveniente de ser sensible a factores
externos como la temperatura y la luz. Muchos de estos flavonoides también son
componentes de Pycnogenoll, un suplemento nutricional que ha demostrado tener
actividad vasodilatadora, aumento de la permeabilidad capilar y participar en la red
antioxidante celular.?®

Estos estudios sugieren ademas, que el extracto de TiL, en concentraciones
de hasta 500 mg/kg puede se capaz de modular la produccion de 6xido nitrico sin
llegar a manifestarse algun tipo de toxicidad aguda en ratones. Ademas, las semillas
de TiL se utilizan como antihelmintico, antidiarreico, y un vomitivo, y la cubierta de la

semilla se utiliza para tratar quemaduras y ayuda en la cicatrizacién de heridas.?®

2.8 MODELOS ANIMALES.

La experimentacién con animales es fundamental, no s6lo para comprender
los mecanismos celulares, sino también para favorecer el desarrollo de mejores
meétodos de prevencion, diagndstico y tratamiento de las enfermedades que afectan
al ser humano y a los animales. Su uso también es indispensable para las pruebas
de potencia, alcance y seguridad de sustancias biolégicas utilizadas en medicina y
para la determinacion de la toxicidad de los compuestos cuyo uso puede representar
un riesgo para la salud. Un modelo animal es aquel que posee determinadas
caracteristicas que le permitan ser asociado con alguna patologia humanay para su
elecciéon es importante tener en cuenta algunas caracteristicas generales como el
costo, disponibilidad, generaciéon de resultados, facilidad y adaptabilidad a la

manipulacién experimental, tiempo de vida, sexo y edad.®

Figura 4. Ratén ICR. Modelo inducido de DM
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Los modelos animales con DM han contribuido para mantener las causas,
consecuencias y tratamiento de este sindrome metabdlico, aunque no representan
exactamente los aspectos de la enfermedad en el ser humano. Se caracterizan por
adquirir hiperglucemia inicialmente moderada, que con el tiempo se torna severa y
se acompafa de hiperinsulinemia, pérdida de peso y en ocasiones cetosis. La DM
se puede presentar de forma espontanea o inducida por distintos métodos como la
manipulacion genética, por cirugia, induccién hormonal y empleo de sustancias

quimicas.*

2.9 STREPTOZOTOCINA

La streptozotocina (STZ) pertenece al grupo de sustancias o farmacos
antineoplasicos alquilantes conocidas como alquilnitrosaureas. La STZ incrementa la
generacion del radial libre O% por el sistema xantin oxidasa de las células B
pancreaticas y estimula la generacion de H,O, causando fragmentacién del DNA en
islotes pancreaticos aislados de rata. Con la administracion de la STZ se ha
demostrado la generacién de radicales OH™ en ratas diabéticas.*

Las dosis altas de aloxano, STZ y el raticida Vacor son citotoxinas selectivas
de la célula beta pancreédtica. La STZ se utiliza como quimioterapia en los
insulinomas. No existen indicios epidemiolégicos de que éstas u otras sustancias
ambientales provoquen a menudo la DM al aniquilar directamente a las células beta.
Sin embargo, se supone que alguna alteracibn quimica oculta de estas células
podria hacerlas inmundgenas. En el contexto, las toxinas ambientales iniciarian,
activarian o amplificarian la autorreactividad contra las células beta. Este proceso se
ha estudiado en modelos de diabetes provocada por dosis reducidas de STZ.®

Cuando los ratones reciben multiples dosis subdiabetégenas de STZ
sobreviene insulitis pancreética, destruccion selectiva de las células beta y DM
después de varios dias. El proceso depende del transportador de glucosa GLUT2 en
las células beta, quiza comprende el gen de la polimerasa poly (ADP-ribosa) y
abarca también la via coestimulante CD28-B7 para la activacion de linfocitos T.
Después del tratamiento con STZ surgen autoanticuerpos contra los islotes, pero no
existen indicios de que participe la inmunidad humoral.®

La investigacion sobre la patogenia primaria de la diabetes por dosis
reducidas de STZ sugiere que el proceso inmunitario depende de una alteracion

quimica en la célula beta. Para la transferencia de esta variedad de diabetes es
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necesario tratar previamente a los receptores con dosis pequefias "preparatorias” de
STZ. Los resultados comprueban que las dosis pequefias y multiples de STZ son
citotéxicas para las células beta en forma inherente.®

Estos resultados indican que el modelo de diabetes provocada por STZ tiene
dos componentes distintos. Uno de ellos es un efecto citotoxico directo en la célula
beta, que se supera con terapéutica antioxidante. El otro es la generacion del
reconocimiento inmunitario de células beta residuales alteradas, ya sea que estas

células hayan sido lesionadas mortalmente o no por la STZ.»®
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3.0 JUSTIFICACION

La prevalencia y mortalidad por DM son altas y han ido en aumento en las
Gltimas décadas. La mayoria de los individuos afectados estan actualmente en la
edad mas productiva de su vida. La frecuencia de DM en personas jovenes es
relativamente alta y se espera en ellos un largo tiempo de exposicion a factores de
riesgo que pueden desarrollar complicaciones crénicas. Puesto que la poblacion en
México envejece gradualmente, se espera que la cantidad de personas con diabetes
aumente en el futuro ain cuando se mantengan constantes las tasas de prevalencia
por grupo de edad.®

Actualmente, en México, la diabetes ocupa el primer lugar como causa de
muerte en mujeres y el segundo lugar como causa de muerte en hombres.® A pesar
de que hay medicamentos que ayudan a controlar y retrasar el avance de la
enfermedad, el uso de estos puede no ser bien aceptado por el paciente, ya que su
administracion en ocasiones, resulta incomoda o por los efectos adversos que estos
pueden producir.

Desde hace ya mucho tiempo, las personas han buscado formas de curar
diferentes dolencias y productos que les ayuden a mantener una salud Optima; en
ocasiones su busqueda se ha extendido mas alla del ambito de la practica médica
tradicional y también ha incluido los métodos de curacién naturales, como la MCA.*

Diversos estudios demuestran que el extracto acuoso del TiL posee un efecto

antidiabético significativo® #*» 2% 0¥ 37

, por lo que el presente trabajo pretende retomar
el concepto y comprobar asi el efecto antidiabético del liofilizado del extracto acuoso

de TiL en ratones tratados con streptozotocina.
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4.0 HIPOTESIS.
Tomando en cuenta que el extracto acuoso de Tamarindus indica Linn es utilizado
como una MCA en el tratamiento para la DM:
1. Si la insulina es considerada como un antidiabético en el tratamiento de la
DM1 y el extracto acuoso de la semilla de TiL también, entonces se espera

que el efecto de ambos disminuyan la glucemia de ratones diabéticos.
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5.0 OBJETIVOS.

Objetivo General.

~

Evaluar la actividad antidiabética del liofilizado del extracto acuoso de TiL en

ratones diabéticos inducidos con streptozotocina.

Objetivos particulares.

~

Obtener el liofilizado del extracto acuoso de la semilla de Tamarindus indica
Linn.

Caracterizar un perfil glucémico en ratones normoglucémicos durante un dia
normal (24 horas) y determinar la hora del dia en que estos presentan una
concentracion mayor y una menor de glucosa en sangre.

Inducir la Diabetes Mellitus tipo 1 en los ratones normoglucémicos.

Realizar un tratamiento con el liofilizado del extracto acuoso de TiL en ratones

diabéticos y comparar su efecto antidiabético con uno de insulina.

Observacion. Para cubrir los objetivos previamente planteados, el presente trabajo

se ha desarrollado en cuatro fases experimentales:

1.

Determinacion del perfil glucémico de 24 horas en ratones normoglucémicos.

2. Obtencion vy liofilizacion del extracto acuoso de las semillas del TiL.
3.
4

. Comparar los efectos de la insulina y de TiL sobre la concentracion de glucosa

Induccion de DM en ratones normoglucémicos con STZ.

en sangre de ratones con DM.
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6.0 MATERIAL Y METODOS.
Material biologico.

Para la parte experimental 1 se utilizaron 6 ratones macho, cepa ICR, de
aproximadamente 5 semanas de vida, provenientes del Laboratorio
Biosupply. Los cuales tuvieron acceso a alimento y agua ad libitum. Con un
ciclo diario de 12:12.

Para la parte experimental 3 y 4, se utilizaron 30 ratones macho cepa ICR,
de aproximadamente 3 semanas de edad, provenientes del Laboratorio
Biosupply. Los cuales tuvieron un periodo de aclimatacion al laboratorio de 1
semana. También tuvieron libre acceso a alimento y agua ad libitum. Con un
ciclo diario de 12:12.

Material vegetal.

500 g de fruto de tamarindo.

Material diverso.

1 Agitador de vidrio.

1 Mechero Buchner.

2 Vasos de precipitados de 600 mL Pyrex.

1Agitador magnético

1 Embudo de vidrio Pyrex.

Papel filtro.

1 frasco &mbar de 250 mL con tapa.

Tiras reactivas Accu-Check Sensor Comfort. Laboratorios Roche.
1 Pipeta graduada de 10 mL Pyrex.

1 Pipeta graduada de 5 mL Pyrex.

2 vasos de precipitados de 100 mL Pyrex.

1 nave de pesado Pyrex.

5 cajas contenedoras de acrilico con rejilla.

1 Espétula.

1 navaja de afeitar Gillette.

1 Sonda pequeiia para administracion esofagica Miltex.
Jeringas insulinicas.

1 rejilla de metal.

1 Probeta de 50 mL Pyrex.
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Equipo.
- Balanza granataria. Basculas finas Casa Valles, S.A.
- Balanza analitica Mettler Toledo AG204.
- Glucometro ACU-Chek Sensor. Laboratorios Roche.
- Parrilla Modelo PC-420. Corning.
- Rotavapor Buchi Switzerland R-114.
- Licuadora Philips.
- Liofilizador LABCONCO.
- Equipo de diseccion Miltex.
- Lémpara.

Reactivos.

Metanol.

Streptozotocina. Mezcla andmera (Laboratorios Sigma Chemical Co).

Insulina de accion rapida 100 regular Insulex R. Laboratorios Pisa, solucion
inyectable de 100 Ul/mL (origen DNA recombinante).

Pentobarbital sédico de uso veterinario Anestesal (Laboratorios Pfizer).

Acetona

Hielo seco.

6.1 Determinacion del perfil glucémico en ratones normoglucémicos.

Para determinar el perfil se comenzo el experimento a las 16:00 hrs. y se llevo
a cabo durante 24 horas. Las tomas de muestra de sangre se realizaron cada 3
horas y la forma en que se realiz6 la determinacion fue mediante la utilizacion de un
glucémetro y tiras reactivas.

A cada raton, previamente pesado y marcado, se le cortd un pequefio pedazo
de la punta de la cola de tal forma que sangrara un poco. La sangre se puso en
contacto con la tira reactiva ya instalada en el glucometro, después de unos
segundos de espera, el resultado de la prueba aparece en la pantalla en unidades
de mg/dL. Posteriormente se realizé el mismo procedimiento para el resto de los
ratones.

Los resultados fueron promediados para cada hora del dia en que se realiz6

la determinacién y posteriormente graficados.
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6.2 Obtencidn y liofilizacion del extracto acuoso de Tamarindus indica Linn.

La obtencion del extracto acuoso se llevd a cabo en colaboracion con la Dra.
Martha Albores Velasco en el laboratorio de Quimica Organica 203 de la Division de
Estudios de Postgrado, de la Facultad de Quimica de la UNAM.

Primero se limpio y elimind la cdscara y pulpa del tamarindo hasta obtener las
semillas del mismo. Con ayuda de una licuadora se procedi6 a molerlas hasta
obtener un polvo fino. Después se tomaron 5 g del polvo y se diluyeron en 500 mL
de agua a temperatura ambiente.

Posteriormente, se llevd la mezcla a ebullicion hasta evaporar
aproximadamente 250 mL de agua. Se dejo enfriar hasta temperatura ambiente y se
filtr6. Después se le agregaron 250 mL de metanol, con lo que se formd un
precipitado, asi que se filtr6 nuevamente.

Por dltimo se procedié a evaporar completamente el metanol mediante una
destilacion a presion reducida con el rotavapor.

Para conservar al extracto acuoso, se vacio en un frasco color ambar con
tapa, se cubrid con papel aluminio completamente y se guardo a 4°C.

La liofilizacion se llevo a cabo en colaboracion con el Maestro en Ciencias
Agustin Reyo Herrera, del Departamento Alimentos, en el anexo del laboratorio 4-A.

Primero se encendié el liofilizador (Figura 5) y se programd para que
alcanzara condiciones de alto vacio. Mientras esto ocurria, se vertid el extracto
acuoso en un vaso especial del aparato y se preparé por separado una mezcla de
hielo seco con acetona. Cuando el hielo terminé por disolverse, se formé una
solucion de muy baja temperatura (aproximadamente -78°C), la cual se puso en
contacto con el vaso y el extracto hasta que este Ultimo se congelara
completamente.

Después se instalo el vaso con el extracto congelado en el liofilizador y se
dej6é operar por aproximadamente 12 horas.

El polvo obtenido de este proceso se pesé considerandose como el
equivalente de extracto acuoso del TiL que normalmente consumiria una persona de

aproximadamente 70 kg de peso. El polvo se almacené protegido de la luz.
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Figura 5. Liofilizador del Departamento de Alimentos

6.3 Determinacion del efecto antidiabético del liofilizado del extracto acuoso de
Tamarindus indica Linn.

Para esta parte del proyecto se experimentaron 30 ratones, los cuales se
separaron en 5 grupos experimentales, cada grupo experimental se conformé por 6

ratones seleccionados al azar.

e Grupo experimental 1 (GE1): Grupo control integro.

e Grupo experimental 2 (GE2): Grupo control del vehiculo.

e Grupo experimental 3 (GE3): Grupo diabético control positivo.

e Grupo experimental 4 (GE4): Grupo diabético tratado con el LEA-TIL.

e Grupo experimental 5 (GE5): Grupo diabético tratado con insulina.

6.3.1 Induccién de Diabetes Mellitus en ratones normoglucémicos con
streptozotocina.

Esta etapa del experimento tiene por objetivo inducir la DM1 a los grupos
experimentales 3, 4 y 5. La duracion de esta primera etapa fue por los primeros 5
dias del experimento.

Se tomaron, marcaron y pesaron a todos los ratones de los grupos
experimentales 3, 4 y 5. Se les administr6 una dosis diaria de 40 mg/kg de

streptozotocina via intraperitoneal a lo largo de los 5 dias que duro la prueba.
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6.3.2 Tratamiento antidiabético comparativo entre insulina y liofilizado del
extracto acuoso de Tamarindus indica Linn.

Esta etapa del experimento se realizé después de la induccion de DM y tuvo
una duracion de 24 dias adicionales a la misma. Se realizé un tratamiento distinto
para cada grupo experimental, el cual se representa en la tabla 2.1.

A lo largo de todo el experimento se llevaron a cabo diversos controles de
peso y de concentracion de glucosa en sangre en todos los grupos experimentales.
La determinacion de glucosa se realiz6 en todos los grupos experimentales cada
tercer dia, a las 7 de la mafiana y de la manera en que se ve representado en la
tabla 2.1.

Los resultados fueron promediados, graficados y analizados con las pruebas
estadisticas: ANDEVA, t de Student pareada y de la diferencia verdaderamente
significativa mediante Tukey.

Tabla 2.1. Tratamiento de los diferentes grupos experimentales y la forma de medicion de la
concentracion de glucosa en sangre.

Grupo Tratamiento Hora de la determinacién de
experimental concentracion de glucosa en
sangre inicial y final
GE1 Sin tratamiento 7 de la mafiana.
Grupo control
integro
GE2 Todos los dias se les administré 7 de la mafiana y 10 de la
Grupo control del agua destilada a una dosis de mafana.
vehiculo 10 mL/Kg, via intragastrica.
GE3 Sin tratamiento 7 de la mafiana.

Grupo diabético
control positivo

GE4 Todos los dias se les administro el 7 de la mafiana y 10 de la
Grupo diabético LEA-TIL a una dosis de 4.28 mg/Kg, mafana.
tratado con LEA-TIL via intragéstrica.
GE5 Todos los dias de les administré 7 de la mafiana y 7:30 de la
Grupo diabético 0.06 Ul de insulina de accién mafana.
tratado con insulina rapida, via subcutanea.

La razon por la cual se realizé una segunda determinacion al GE4 3 h
después de la administracion del liofilizado y 30 min después al GES5, al que se le

administro insulina de accién rapida, de acuerdo a lo reportado™* %Y 3.

Roberto Alejandro Reyes Valdés Pagina 32



6.4 Diagndstico histopatolégico.

Una vez concluida la etapa del tratamiento antidiabético se realizé un andlisis
histopatolégico de los tejidos higado y pancreas en el Departamento de Patologia de
la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, en colaboracion con la
Dra. Laura Romero Romero.

Para el aislamiento de los 6rganos mencionados se tomo un raton de cada
grupo experimental seleccionado al azar, se anestesio con una dosis de 80 mg/kg de
pentobarbital sédico a una concentracion de 8.0 mg/mL y se sometié a una perfusion
con formol bufferado al 10%. Una vez finalizada, se disecaron los diferentes tejidos
con el equipo de diseccion y se colocaron en un frasco con formol bufferado al 10%
para llevarlos posteriormente a su respectivo analisis histopatolégico en el
Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM.
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7.0 RESULTADOS.
7.1 Determinacién del perfil glucémico en ratones normoglucémicos.

En la grafica 2.1 se muestran los resultados obtenidos en la determinacion
del perfil glucémico en ratones integros, se muestra ademas como es que oscilan los
valores de glucosa en el transcurso de un dia. Se observa a las 7:00 h el valor mas
bajo de concentracion de glucosa en sangre, mientras que el valor mas alto se
observa a las 16:00 h. El perfil tuvo una duracion de 24 h.

Valores medios de glucosa en ratones integros

o 110
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% 90 1 17.6 : T T _ |
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Grafica 2.1. Valores medios de glucosa en sangre = DS en ratones integros durante 24
horas (n = 6)

7.2 Obtenciodn y Liofilizacion del extracto acuoso de Tamarindus indica Linn.

Al final del procedimiento realizado, se obtuvo un volumen total del extracto
acuoso de 110 mL (figura 6) el cual, segun la medicina tradicional es lo que tendria
que ingerir una persona con un peso promedio de 70 kg.

El volumen total anterior se liofilizé inmediatamente después de obtenido. Una
vez liofilizado se obtuvo un polvo fino color café-rojizo, con un olor caracteristico. Se
obtuvo un peso total de polvo de 0.3 g, que seria el equivalente del extracto acuoso
el cual tendria que consumir una persona de peso promedio, por lo que la dosis

utilizada durante el experimento en los ratones fue de 4.28 mg/Kg.
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Figura 6. Extracto acuoso obtenido de la semilla de TiL.

7.3 Determinacion del efecto antidiabético del liofilizado del extracto acuoso

del Tamarindus indica Linn.

7.3.1 Induccién de Diabetes Mellitus en ratones normoglucémicos con
streptozotocina.

Para poder llevar a cabo el experimento, es necesario inducir DM en los
grupos experimentales 3, 4 y 5 que fueron los grupos control y grupos tratados con
LEA-TIL e insulina respectivamente. Los grupos experimentales 1 y 2 no fueron
sometidos al tratamiento con STZ, sin embargo, también se les determind su
concentracion de glucosa al primero y quinto dias del experimento (tabla 2.2).

En la tabla 2.2 y gréafica 2.2 ademas se observa el incremento en los niveles
de glucosa en sangre de los grupos inducidos junto con los controles después del

5to. dia del tratamiento con la streptozotocina.

Tabla 2.2. Valores medios de glucosa en sangre antes y después del tratamiento con
streptozotocina.

Antes de la Después del 5to dia de

Grupo experimental

administracién de
streptozotocina (n =6)

tratamiento
(n =6)

GE1 73.833+5.6 133.333 + 43.05
GE2 80.666 + 10.51 103.666 + 18.86
GE3 77 +5.53 158 + 22.58
GE4 85.5 +18.17 178 + 33.8
GE5 86.166 + 9.06 135+ 23.81

Valores expresados en mg/dL + DS. GE1 = Grupo integro; GE2 = Grupo control del vehiculo; GE3 = Grupo
control DM(+); GE4 = Grupo diabético tratado con LEA-TIL; GE5 = Grupo diabético tratado con insulina.
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Grafica 2.2. Valores medios de la concentracién de glucosa en sangre + DS. La barra clara
indica el valor antes del tratamiento y la oscura después del mismo. *P = 0.05 con prueba t
de Student. GE1 = Grupo integro; GE2 = Grupo control del vehiculo; GE3 = Grupo control
DM(+); GE4 = Grupo diabético tratado con LEA-TIL; GE5 = Grupo diabético tratado con
insulina (n = 6).

Simultaneo a las determinaciones de concentracién de glucosa en sangre,
también se realizaron mediciones de peso. En la tabla 2.3 y gréfica 2.3 se observa el
incremento de peso de los grupos inducidos y de los controles después del 5to. dia
de tratamiento con la streptozotocina.

Tabla 2.3. Valores medios de peso antes y después del tratamiento con streptozotocina.

Antes de la Después del 5to dia de
Grupo experimental administracion de tratamiento
streptozotocina (n = 6) (n=6)

GE1 20.016 + 1.23 26.016 + 2.46

GE2 19.3+0.88 26.583 + 1.55

GE3 19.533+ 1.19 21916+ 2

GE4 20.2+0.8 23.633 + 1.39

GE5 20.6 + 0.89 22.7+1.06

Valores expresados en gramos + DS. GE1 = Grupo integro; GE2 = Grupo control del vehiculo; GE3 = Grupo
control DM(+); GE4 = Grupo diabético tratado con LEA-TIL; GE5 = Grupo diabético tratado con insulina.
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Grafica 2.3. Valores medios de peso + DS. La barra clara indica el peso antes del
tratamiento y la oscura después del mismo. *P < 0.02 con prueba t de Student. GE1 = Grupo
integro; GE2 = Grupo control del vehiculo; GE3 = Grupo control DM(+); GE4 = Grupo
diabético tratado con LEA-TIL; GE5 = Grupo diabético tratado con insulina (n =6).

7.3.2 Tratamiento antidiabético comparativo entre insulina y liofilizado del
extracto acuoso de Tamarindus indica Linn.

Después de la induccion de DM a los grupos experimentales 3, 4y 5, se inicié
el tratamiento con el LEA-TIL al GE4 y con insulina al GES5. El tratamiento tuvo una
duracion total de 21 dias, en los cuales se monitorearon los niveles de concentracion
de glucosa cada tercer dia a todos los ratones de todos los grupos experimentales.

En la tabla 2.4, se observan los resultados de concentracion de glucosa en
sangre durante toda la fase de tratamiento. En las graficas 2.4-2.10 se muestran los
resultados obtenidos para cada tratamiento realizado.

Tabla 2.4. Valores medios de concentracion de glucosa en sangre durante el tratamiento.

Dia GE1 GE2 GE2* GES3 GE4 GE4* GES5 GE5*
1 73.83 80.66 | ------ 7 855 | - 86.16 | --—--—--
5 133.33 103.66 104.5 158 178 118.4 135 77.83
9 120.66 113.16 105.66 173 200.6 110.33 141 84.4
12 88.33 91 116.66 176 222.5 126.66 161 76.5
15 139.33 103 138 184.66 232 160 136 61
18 117.33 94.66 111 350.66 282.8 224.2 222 100.55
21 89.33 89.66 124.66 337.66 271.8 237.6 218 107.5
24 108.66 89.33 110 362.33 289.4 254.6 140.66 75.66
27 90.33 85.33 123.33 399.37 289 257 183.66 121.22

Valores expresados en mg/dL GE1 = Grupo integro; GE2 = Grupo control del vehiculo; GE3 = Grupo control
DM(+); GE4 = Grupo diabético tratado con LEA-TIL; GE5 = Grupo diabético tratado con insulina.

*Valores medios tomados después de la administracién de STZ; para el GE2 y GE4 se realiz0 tres horas
después del mismo; para el GE5 se realizo a la media hora post-administracion de STZ.
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Grafica 2.4. Valores medios de concentracion de glucosa en sangre + DS para el grupo
integro (n = 6).

Efecto del tratamiento sobre los niveles de
glucosa en sangre para GE2
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Grafica 2.5. Valores medios de concentracion de glucosa en sangre + DS para el grupo
control vehiculo (n = 6).

Roberto Alejandro Reyes Valdés Pagina 38



Efecto del tratamiento sobre los niveles de
glucosa en sangre para GE3
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Grafica 2.6. Valores medios de concentracion de glucosa en sangre + DS para el grupo
control diabético positivo (n = 6).

Efecto del tratamiento sobre los niveles de
glucosa en sangre para GE4
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Grafica 2.7. Valores medios de concentracion de glucosa en sangre + DS para el grupo
diabético tratado con LEA-TIL (n = 6).
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Grafica 2.8. Valores medios de concentracion de glucosa en sangre + DS para el grupo
diabético tratado con insulina (n = 6).
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Gréfica 2.9. Valores medios de concentracion de glucosa en sangre + DS para todos los
grupos experimentales (n = 6).
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Grafica 2.10. Se observa una disminucién en la concentracién de glucosa en sangre para
los grupos GE4 y GE5. *P = 0.05 con prueba t de Student pareada (n = 6).

De manera simultanea se realizé también un analisis estadistico comparando

las medias de la concentraciébn de glucosa en sangre de todos los grupos

experimentales para los dias 0, 13 y 22 de iniciado su respectivo tratamiento (al

inicio, a la mitad y al final del mismo). En la tabla 2.5 y graficas 2.11-2.13 se

observan los valores de concentracion de glucosa en sangre para los dias

mencionados. Se utilizé la Prueba de la Diferencia Verdaderamente Significativa de

Tukey con un a de 0.05.

Tabla 2.5. Valores medios de glucosa en sangre + DS a diferentes dias del tratamiento.

0 (después de la 13 dias 22 dias
induccion)
GE1 133.33 + 43.05 117.33 + 37.6 90.33+ 134
GE2 103.66 + 8.86 111 +25.2 123.33+41.74
GE3 158 + 22.58 350.66 + 82.7 399.37 +47.6
GE4 178 + 33.8 224.2 +73.5 257 £ 88.2
GE5 135+ 23.81 222 + 86.64 183.66 + 98.33

Valores expresados en mg/dL. n = 6; GE1 = Grupo integro; GE2 = Grupo control del vehiculo; GE3 = Grupo
control DM(+); GE4 = Grupo diabético tratado con LEA-TiL; GE5 = Grupo diabético tratado con insulina.
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Gréfica 2.11. Valores medios de glucosa en sangre + DS para el dia cero de tratamiento. La
prueba de Tukey muestra una *P = 0.05 como diferencia entre GE2 con GE3 y de GE2 con
GE4. GE1 = Grupo integro; GE2 = Grupo control del vehiculo; GE3 = Grupo control DM(+);
GE4 = Grupo diabético tratado con LEA-TIL; GE5 = Grupo diabético tratado con insulina (n =
6).
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Grafica 2.12. Valores medios de glucosa en sangre = DS para el dia 13 de tratamiento. La
prueba de Tukey muestra una *P = 0.05 como diferencia entre GE3 con los demés grupos
experimentales. GE1 = Grupo integro; GE2 = Grupo control del vehiculo; GE3 = Grupo
control DM(+); GE4 = Grupo diabético tratado con LEA-TIL; GE5 = Grupo diabético tratado
con insulina (n = 6).
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Gréfica 2.13. Valores medios de glucosa en sangre + DS para el dia 22 de tratamiento. La
prueba de Tukey muestra una *P = 0.05 como diferencia entre GE3 con GE1, GE2 y GES5;
también entre GE1 y GE4. GE1 = Grupo integro; GE2 = Grupo control del vehiculo; GE3 =
Grupo control DM(+); GE4 = Grupo diabético tratado con LEA-TIL; GE5 = Grupo diabético
tratado con insulina (n = 6).

Simultdneo a las determinaciones de concentracién de glucosa en sangre,
también se realizaron distintas determinaciones de peso a lo largo del experimento.
En la tabla 2.6, se observan los resultados del control de peso durante toda la fase

de tratamiento. En la grafica 2.14 se observan representados los resultados

obtenidos para cada tratamiento realizado.

Tabla 2.6. Valores medios de peso + DS durante el tratamiento para cada grupo experimental.

Dia GE1 GE2 GE3 GE4 GE5

1 20.016+1.12 | 19.3+0.88 |19.533+1.19 20.2+0.8 20.6 + 0.89
5 26.016 +2.46 | 26.583 + 1.55 21.916+2 23.633+1.39 | 22.7+1.06
9 26.708 £ 2 26.82+1.6 22.638+1.5 23.08 +2 227+1.2
12 27427 2754 +1.8 23.36+1.8 23.66 + 2 23.383+1.3
15 28.8+2.8 28.56+2.5 24616 +1.9 25.36 +1.3 24.33+1.5
18 27.416+3.92 | 2856+2.6 |24.033+256 | 2558+1.7 23.966 + 1.6
21 26.916 + 4.3 29.38+2.3 25.2666 +2.5 26.58 +1.6 24.666 + 0.7
24 29.916 + 3.6 30.14+24 26.383+ 2.3 274+15 26.2+0.6
27 30.45+4.3 30.86 +2.97 | 26.966+2.45 | 28.08+1.9 26.55+1.3
30 30£4.1 3142+21 | 27.1666 + 2.3 284+1.7 27.0166 £ 1.5

Valores expresados en gramos; n = 6; GE1 = Grupo integro; GE2 = Grupo control del vehiculo; GE3 = Grupo
control DM(+); GE4 = Grupo diabético tratado con LEA-TiL; GE5 = Grupo diabético tratado con insulina.
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Grafica 2.14. Valores medios de peso + DS para todos los grupos experimentales (n = 6).

También se realiz6 un andlisis estadistico comparando las medias de los

diferentes pesos para todos los grupos experimentales entre si. En la tabla 2.7 y

graficas 2.15, 2.16 y 2.17 se observan los valores del peso para todos los grupos

experimentales a los dias 0, 13 y 22 de tratamiento (al inicio, a la mitad y al final del

mismo). Se utilizé la Prueba de la Diferencia Verdaderamente Significativa de Tukey

con un a de 0.05.

Tabla 2.7. Valores medios de peso + DS a diferentes dias del tratamiento.

0 (después de la 13 dias 22 dias
induccion)
GE1 20.016 £1.123 27.416 £ 3.92 30.45+4.3
GE?2 19.3 £ 0.88 28.56 = 2.6 30.86 +2.91
GE3 19.533 £ 1.192 24.033 + 2.56 26.966 + 2.45
GE4 20.2 0.8 2558 £ 1.7 2843+ 1.7
GE5 20.6 + 0.89 23.966 + 1.6 27.0166 £ 1.5

Valores expresados en gramos. n = 6; GE1 = Grupo integro; GE2 = Grupo control del vehiculo; GE3 = Grupo
control DM(+); GE4 = Grupo diabético tratado con LEA-TIL; GE5 = Grupo diabético tratado con insulina.
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Pesos de los diferentes grupos experimentales al
dia cero de tratamiento
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Gréfica 2.15. Valores medios de peso + DS para el dia cero de tratamiento. La prueba de
Tukey muestra una *P = 0.05 como diferencia entre GE1 con GE3 y GE5 y de GE2 con GE3
y GE5. GE1 = Grupo integro; GE2 = Grupo control del vehiculo; GE3 = Grupo control DM(+);
GE4 = Grupo diabético tratado con LEA-TIL; GE5 = Grupo diabético tratado con insulina (n =
6).

Pesos para los diferentes grupos experimentales
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Grafica 2.16. Valores medios de peso + DS para el dia 13 de tratamiento. La prueba de
Tukey muestra una *P = 0.05 como diferencia entre GE2 con GE3 y GES5.
GE1 = Grupo integro; GE2 = Grupo control del vehiculo; GE3 = Grupo control DM(+);
GE4 = Grupo diabético tratado con LEA-TIL; GE5 = Grupo diabético tratado con insulina (n
= 6).
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Pesos de los diferentes grupos experimentales al
dia 22 de tratamiento
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Grafica 2.17 Valores medios de peso = DS para el dia 22 de tratamiento. No se observa una
diferencia estadisticamente significativa. GE1 = Grupo integro; GE2 = Grupo control del
vehiculo; GE3 = Grupo control DM(+); GE4 = Grupo diabético tratado con LEA-TIL;

GES5 = Grupo diabético tratado con insulina (n = 6).
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7.4 Diagnostico histopatologico de 6rganos implicados en la Diabetes Mellitus.

GE1 (Grupo control integro).

- Higado. Los sinusoides se encuentran moderadamente dilatados por la presencia
de eritrocitos, asi como de algunas venas centrales y periportales. La mayoria de
los hepatocitos exhiben vacuolas de diferentes tamafios en el citoplasma.

- Péancreas. Sin cambios morfolégicos significativos.

GE2 (Grupo control del vehiculo).

- Higado. Algunos hepatocitos exhiben vacuolas de diferentes tamafios en el
citoplasma.

- Péancreas. Sin cambios morfolégicos significativos.

GES3 (Grupo control positivo).

- Higado. Por debajo de la capsula y alrededor de algunos espacios portales se
aprecian discretos agregados de linfocitos, neutrdéfilos e histiocitos; estos ultimos
exhiben en el citoplasma escaso material granular ligeramente basofilico. Se
realizaron tinciones de Gram y PAS, las cuales fueron negativas para demostrar
bacterias y hongos. La mayoria de los hepatocitos exhiben vacuolas de
diferentes tamafos en el citoplasma.

- Pancreas. Hay ausencia total de islotes; algunas de las células acinares exhiben
citoplasma con aspecto cristaloide.

GE4 (Grupo diabético tratado con LEA-TIL).

- Higado. Algunos hepatocitos exhiben vacuolas de diferentes tamafios en el
citoplasma.

- Péancreas. Se aprecian escasos islotes, y las células que los conforman exhiben
cambios degenerativos. Hay escasos linfocitos en la periferia del tejido
pancreatico, los cuales pueden corresponder a tejido linfoide (linfonodo
peripancreatico).

GE5 (Grupo diabético tratado con insulina).

- Higado. Por debajo de la capsula se aprecian discretos agregados de
macrofagos vy linfocitos, por lo que se realizaron tinciones de Gram y PAS, las
cuales fueron negativas para demostrar la presencia de bacterias y hongos. La
mayoria de los hepatocitos exhiben vacuolas de diferentes tamafios en el
citoplasma.

- Péancreas. Se aprecian escasos islotes y sus células muestran el citoplasma

cristaliode.
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8.0 DISCUSION DE RESULTADOS

8.1 Determinacién del perfil glucémico en ratones normoglucémicos.

La determinacion del perfil se realizé para poder contar con un punto de
referencia acerca de los valores de glucosa sanguinea en ratones integros,
normoglucémicos cada 3 h por 24 h (grafica 2.1). En tal grafica se observa una
variacion ciclica de los valores de concentracion de glucosa a lo largo de un dia
normal, cabe mencionar que en todo momento los animales contaron con agua y
alimento disponible, ademas de que se sometieron a 12 horas de luz por 12 horas
de oscuridad. Respecto a los resultados, los valores de concentracion de glucosa
observados a los diferentes intervalos de tiempo para este tipo de animales,

concuerdan con lo reportado en estudios previos realizados®Y*’.

8.2 Obtencidn y liofilizacion del extracto acuoso de Tamarindus indica Linn.
Como se ha comentado, el tamarindo es muy utilizado en todo el mundo por
las diversas propiedades que presenta® #'2*26Y37 |ncluso en México suele utilizarse
para mantener los niveles de glucosa dentro de un rango normal. La metodologia
seguida para la obtencién del extracto fue similar a la planteada en algunos estudios

previos?® %Y 37

, S6lo varia en la adicion de metanol, la cual se realiza para precipitar
a los xiloglicanos que pudieran estar presentes en la semilla.

Como resultado se tiene una solucion color café translicido con un olor
caracteristico. Se obtuvo un volumen de 110mL, que seria el mismo que consumiria
una persona diabética de aproximadamente 70 Kg de peso antes de cada alimento

20y 37 E| volumen obtenido fue sometido al

segun la Medicina Tradicional India
proceso de liofilizacion, del cual se tuvo como resultado 0.3 g de un polvo fino con
un color y olor caracteristicos y que seria el equivalente al volumen del extracto
acuoso que igualmente consumiria una persona diabética de peso promedio, es
decir, que esta persona consumiria una dosis de 4.28 mg/kg del extracto acuoso,
dato que nos sirvidé para poder calcular la dosis a administrar para cada raton. Este
valor no sobrepasa al reportado en la literatura que pueda presentar algun tipo de

toxicidad en ratones (500 mg/kg)?®.
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8.3 Determinaciéon del efecto antidiabético del liofilizado del extracto acuoso
del Tamarindus indica Linn.

8.3.1 Induccién de Diabetes Mellitus en ratones normoglucémicos con
streptozotocina.

Para realizar el estudio del efecto antidiabético en ratones con DM, fue
necesario primero inducirla en ellos. Esta se realizé con la administracion de STZ (40
mg/kg via intraperitoneal) y tuvo una duracion de 5 dias. La forma de conocer y
controlar ésta induccién con éxito, fue el monitoreo constante de aquellos
parametros que en teoria deben de cambiar, en este caso los parametros a evaluar
fueron: la concentracion de glucosa en sangre y el peso.

En la tabla 2.2 se observa claramente que los ratones (GE3, GE4 y GEb5),
después del 5to. dia de la induccion, presentaron un incremento mayor al 100% en
la concentracion de glucosa inicial, comparada con el grupo control vehiculo (GE2),
evidenciando asi que los ratones se encontraban diabéticos. El grupo integro (GE1)
mostré concentraciones de glucosa sin una diferencia estadisticamente significativa
respecto a las de los grupos diabéticos, esto puede deberse a que este grupo de
animales no se encontraba en ayuno.

En las graficas 2.2 y 2.3 se observa ademas, que en cada grupo experimental
hay una diferencia estadisticamente significativa (t-Student pareada), tanto en la
determinacién de la concentracién de glucosa antes y después, como en el peso
respectivamente. La estadistica nos sefiala que tanto el GE4 de la grafica 2.2, como
el GE3 de la gréfica 2.3, no muestran diferencia significativa, esto puede deberse a
la variabilidad biolégica que presentan los organismos Vivos.

Una vez realizadas las pruebas de ANDEVA y t-Student pareada a los datos,
se aplico la prueba de Tukey, donde se compararon los resultados de los diferentes
grupos experimentales entre si. Los resultados obtenidos con la prueba de Tukey no

mostraron diferencia significativa.

8.3.2 Tratamiento antidiabético comparativo entre insulina y liofilizado del
extracto acuoso de Tamarindus indica Linn.

En el caso del grupo GE1 (control, negativo), que no recibieron tratamiento
alguno, presenta una tendencia oscilante de los valores en la concentracion de
glucosa y un incremento con relacion al peso, parametro que se evaluo desde que

los animales llegaron al laboratorio hasta que finalizé el experimento. (grafica 2.4). El
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mismo comportamiento de concentracion de glucosa y peso fue presentado por el
grupo GE2, el cual también se encontraba libre de la induccion de la DM (gréafica
2.5).

Respecto al grupo GE3 (control positivo), presenté una diferencia de
incremento significativo esperado en la concentracion de glucosa (gréfica 2.6). Esta
diferencia se muestra en las graficas 2.9, 2.12 y 2.13, donde se observa que incluso
los niveles son hasta 3 veces mayores que el grupo control negativo (GE1).
También, se observa que este grupo mostré una diferencia significativa de
incremento en la concentracion de la glucosa en sangre respecto a los grupos
experimentales. Con relacién al peso, este grupo de animales mostré un incremento
del mismo por el crecimiento normal de los ratones, sin embargo, este aumento no
fue significativo comparado con el peso de los otros grupos (graficas 2.14, 2.15 y
2.16.

En la grafica 2.7 (grupo GE4) se presenta el comportamiento de los valores
de la concentracién de glucosa del grupo tratado con el LEA-TIL (pre y 3 horas post-
administracion).®’

En la gréfica 2.10, se muestran los valores en porcentaje de la concentracion
de glucosa en sangre en los grupos GE4 y GES5, la cual presenta una disminucién no
significativa conforme avanzaban los dias del tratamiento, sin embrago, en los dias
18 y 24, estos valores son estadisticamente significativos, obtenidos mediante la
prueba de Tukey.

También, se aplico la prueba de Tukey (graficas 2.11, 2.12 y 2.13) para los
valores de concentracién de glucosa en los grupos experimentales. Respecto a los
resultados del grupo GE4, observamos una diferencia comparada con el grupo GE2
en el inicio del tratamiento, una diferencia con el grupo GE3 a la mitad del
tratamiento y otra con el grupo GE1 al final del mismo (a los dias 0, 13 y 22
respectivamente).

En la tabla 2.7 y graficas 2.15, 2.16 y 2.17 correspondientes al peso
determinado a lo largo del experimento, se demuestra que no hay una diferencia
significativa del peso de este grupo experimental tratado con TiL (GE4) respecto a
los demas grupos durante todo el experimento, sin embargo, se puede observar que
aunque su peso fue menor que el de los grupos experimentales GE1 y GE2, es

mayor al de los grupos GE3 y GES5.
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Por ultimo, para el GE5, se presenta en la grafica 2.8 el efecto de la
administracion diaria de insulina sobre la concentracion de glucosa en sangre, se
observa una disminucion de la concentracion de glucosa postadministracion de
insulina.

En las gréficas 2.11, 2.12 y 2.13, se observa que el comportamiento en los
niveles de glucosa del GE5 respecto a los grupos control negativos y al grupo
tratado con LEA-TIL, en general, no presentan una diferencia estadisticamente
significativa, no asi respecto al grupo control positivo (GE3) cuya diferencia se ve
reflejada desde los primeros dias de iniciado el tratamiento, esto muestra que la
insulina es util como antidiabético aunque la administracion sea incomoda para el
paciente. Respecto al control de peso realizado, se observa en las graficas 2.15,
2.16 y 2.17, que este grupo presenta diferencias significativas respecto a los grupos
controles negativos y que su comportamiento es muy similar al del grupo control
positivo; es decir, que se corrobora lo sefalado en la literatura, de que la insulina no

ayuda a recuperar el peso perdido provocado por la enfermedad.

8.3.3 Diagnéstico histopatolégico de o6rganos implicados en la Diabetes
Mellitus.

Este analisis se basé en la informacion proporcionada por la Doctora Laura
Romero Romero de Departamento de Patologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la UNAM, donde se analiz6 al pancreas de cada raton
representativo de los diferentes grupos experimentales de estudio, podemos
confirmar el estado patolégico de aquellos que fueron inducidos a la DM mediante la
STZ, pues reportd una escasa o nula presencia de los islotes pancreaticos, que son
los productores de la insulina en el organismo. Esto se ve reflejado en las elevadas
concentraciones de glucosa en sangre de estos individuos. Los resultados
mostrados también, permiten suponer que el LEA-TIL no es capaz de regenerar los
islotes pancreaticos después de su destruccién con STZ, por lo que su actividad
antidiabética parece limitarse al efecto hipoglucemiante que produce.

En el caso del higado, podemos observar en todos los grupos experimentales
la presencia de vacuolas en el citoplasma, sin embargo, como estas también se
encuentran presentes en los grupos control negativos, no lo podemos asociar a la

enfermedad en si, ni al tratamiento realizado.
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9.0 CONCLUSIONES.

~ Se obtuvo el perfil glucémico en ratones normoglucémicos en un curso de 24
horas (cada 3 h).

~ Se obtuvo el liofilizado del extracto acuoso del Tamarindus indica Linn con
sus propiedades organolépticas correspondientes.

~ Se logro inducir la DM en ratones con la administracion de 40 mg/kg de
streptozotocina a lo largo de 5 dias por via intraperitoneal.

~ Se observé un trastorno metabolico muy evidente en los grupos inducidos con
STZ como la elevacion de glucosa en sangre y el aumento de peso respecto
a los grupos no inducidos.

~ Se determind el efecto antidiabético del LEA-TIL en ratones diabéticos
inducidos con STZ.

~ Se determind que una administracion de 4.28 mg/kg produce el efecto
hipoglucemiante esperado en ratones diabéticos.

~ La disminucion del porcentaje de la concentracion de glucosa en sangre, por
la administracion continta del liofilizado del extracto acuoso de Tamarindus
indica Linn hasta el dia 18, no es estadisticamente significativo respecto al de
la insulina.

~ La administracion constante del LEA-TIL ayuda a recuperar el peso
disminuido por la DM.
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