UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
E - DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN

EVALUACION DEL EFECTO TOXICO EN HEPATOCITOS
PRODUCIDO POR EL COMPUESTO THELZAN 101, ASI
COMO SU CAPACIDAD HIPOGLUCEMIANTE Y
REGENERADORA DE CELULAS § PANCREATICAS EN UN
MODELO EXPERIMENTAL DE RATAS MACHO SANAS.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

PRESENTA:

MIGUEL ANGEL MORENO PATRON

Asesora: Dra. Sandra Diaz Barriga Arceo.
Coasesores:  Dra. Maria de Lourdes Juarez Mosqueda.
Dr. Carlos Gerardo Garcia Tovar.

CUAUTITLAN IZCALLI, EDO. DE MEX. 2008


http://www.neevia.com

e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



CONTENIDO DE LA TESIS

INDICE GENERAL

fndice General
1
indice de Figuras
4
indice de Tablas y Graficas
8
Abreviaturas
9
Resumen

11

I. Introduccién

13
Capitulo 1. La Fitoterapia
% Fitofarmaco

o Calidad, Seguridad

o Eficacia
o Thelzan 101
21

o Apigenina y Flavonoides
o Tecoma Stans

o Vaccinium Myrtillus

Capitulo 2. Organos involucrados en la hiperglicemia
% Higado
+»+ Pancreas
o Pancreas Exocrino
o Pancreas Endocrino

e Insulina

15
15
19
20

22
26
29

31
31
34
37
38
40


http://www.neevia.com

Capitulo 3. Diabetes Mellitus

«* Causas

¢ Sintomas
% Complicaciones

¢ Diagnostico

% Diabetes Mellitus Tipo 1

% Diabetes Mellitus Tipo 2

¢ Otros Tipos Especificos de Diabetes Mellitus

Capitulo 4. Tratamiento para la Diabetes Mellitus

% Tratamiento No Farmacologico

o Dieta

o Ejercicio fisico

% Tratamiento Farmacologico

o Hipoglucemiantes orales

Sulfonilureas

Biguanidas

Inhibidores de las a-glucosidasas

Tiazolidinedionas

o Seguridad de los hipoglucemiantes orales

o Insulina

e Tipos de insulina

e Control y complicaciones del tratamiento insulinico

% Otros Tipos de Terapia

O

O

O

Bombas de insulina

Transplantes

Incremento de la captacion de glucosa

Terapia génica

Terapia celular

Regeneracion de islotes
Neogénesis de células B pancreaticas
Replicacion de células f pancreaticas

Apoptosis y supervivencia de las células B pancreaticas

47
48
50
51
53
54
55
57

58
58
58
59
60
60
61
63
64
65
66
66
67
67
68
68
68
68
69
69
69
70
70
71



I1I.
IV.

VL

VIL
VIIIL.
IX.

Justificacion
Objetivos
% Objetivo general
% Objetivos particulares
Hipotesis
Materiales y métodos
% Determinacion de los niveles de glucosa en rata
¢ Evaluacion farmacolégica del efecto hipoglucemiante de Thelzan 101
¢+ Estudio histopatologico y ultraestructural del higado y pancreas
Resultados
Discusion
Conclusiones

Bibliografia

72
75
75
75
75
76
76

79
&3
100
111
112



Fig.1.-

19

Fig.2.-

20

Fig.3.-

21

Fig.4.-

21

Fig.5.-

21

Fig.6.-

21

Fig.7.-

22

Fig.8.-

23

INDICE DE FIGURAS

La calidad de los medicamentos a base de plantas medicinales

Niveles de evidencia para el reconocimiento de eficacia de acuerdo con

Agency for Health Care Policy and Research de EE.UU y la OMS

Cromatografia de liquidos de alta resolucion

Espectrometria de masas

Cristalografia

Espectroscopia por Infrarrojo

Estructura quimica de los flavonoides

Derivados de los flavonoides


http://www.neevia.com

Fig.9.- Arbol, flor y tallo de la Tecoma stans

26

Fig.10.- Flor y fruto de la Vaccinium myrtillus

29

Figl1.- Estructura del higado

31

Figl2.- Estructura del pancreas

34

Fig.13.- Distribucion celular en el islote pancreatico (de Langerhans) humano

38

Fig.14.- Ideograma del cromosoma 11

41

Fig.15.- Representacion de los exones que codifican a la insulina

41

Fig.16.- Representacion de la insulina humana

42



Fig.17.- Sintesis y secrecion de la insulina

43

Fig.18.- Mecanismo de accion de la insulina sobre las células blanco y

sus principales acciones biologicas

43

Figl9.- Efectos de la deficiencia de insulina

46

Fig.20.- Algunas causas de la diabetes

49

Fig.21. Higado tefiido con Hematoxilina-Eosina de animales control (A)

y tratados (B).100X

90

Fig.22. Higado tefiido con Hematoxilina-Eosina de animales control (A)

y tratados (B).400X

90

Fig.23. Higado tefiido con Hematoxilina-Eosina de animales control (A)

y tratados (B).1000X

91

Fig.24. Pancreas tefiiddo con Hematoxilina-Eosina de animales control (A)



y tratados (B).100X

91

Fig.25. Pancreas tefiiddo con Hematoxilina-Eosina de animales control (A)

y tratados (B).400X

92

Fig.26. Pancreas tefiido con Azul de Toluidina de animales control (A)

y tratados (B).100X

92

Fig.27. Islote pancreatico tefiido con Azul de Toluidina de animales control (A)

y tratados (B).400X

93

Fig.28. Pancreas tefiido con Aldehido Fucsina de animales control (A)

y tratados (B).100X

93

Fig.29. Islote pancreatico tefiido con Aldehido Fucsina de animales control (A)

y tratados (B).400X

94

Fig.30. Pancreas tefiido con Tricromica de Mallory-Hematoxilina

de animales control (A) y tratados (B).100X

94



Fig.31. Islote pancreéatico tefiido con Tricromica de Mallory-Hematoxilina de animales

control (A) y tratados (B).400X

95

Fig.32. Pancreas tefiido con Tricromica de Mallory de control (A)

y tratados (B).400X

95

Fig.33. Islote pancreatico tefiido con Tricromica de Mallory de animales control (A)

y tratados (B).400X

96

Fig.34.- Fig.34. Cortes semifinos de higado tefiido con Azul de Toluidina
de animales control (A) y tratados (B).100X

97

Fig.35. Cortes finos de higado de animales control (A) y tratados (B). Ur-Pb, 4400X

97

Fig.36. Cortes semifinos de pancreas tefiido con Azul de Toluidina

de animales control (A) y tratados (B).100X

98

Fig.37. Cortes finos de pancreas exocrino de animales control (A)

y tratados (B). Ur-Pb, 3000X

98



Fig.38. Cortes finos de pancreas endocrino de animales control (A)

y tratados (B).Ur-Pb, 12 000X

99

Fig.39. Cortes finos de células B pancreaticas de animales control (A)

y tratados (B).Ur-Pb, 3000X

99



INDICE DE CUADROS.

Cuadro 1.- Complicaciones de la diabetes a largo plazo

52

Cuadro 2.- Clasificacion de la diabetes mellitus segun la ADA y la OMS.

57

Cuadro 3.- Clasificacion de las sulfonilureas.

61

Cuadro 4.- Principales parametros farmacocinéticos de las sulfonilureas.

62

Cuadro 5.- Dosis de sobrevivencia-mortalidad para el calculo de la DL50.

78

Cuadro 6.- Comparacion de glucosa basal y post-administracion de

Thelzan 101 e intervalo de dosis que produce efectos toxicos para la etapa 1.

&3

Cuadro 7.- Comparacion de glucosa basal y post-administracion de

Thelzan 101 e intervalo de dosis que produce efectos toxicos para la etapa 2.

84



INDICE DE GRAFICAS

Gréfica 1.- Concentracion plasmatica de glucosa basal y post-administracion

de Thelzan 101 en la etapa 1.

86

Grafica 2.- Concentracion plasmatica de glucosa basal y post-administracion

de Thelzan 101 en la etapa 2.

87

Grafica 3.- Promedio de la concentracion plasmatica en un periodo de 2 meses

observandose su desviacion estandar.

88

Grafica 4.- Promedio de la masa corporal en un periodo de 2 meses observandose

su desviacion estandar.

&9



Acetil-CoA
ADA
ADN
AMPc
Arg
ATP
CDR
Da
DCCT
DL50
DMID
DMNID
GLP1

Glucosa —6-p

GLUT
HLA

ICZ
ILA
IMSS
INSP
IPZ

IRI
ISSSTE

Lys
MODY
NPH

ABREVIATURAS

Acetil Coenzima A

Asociacion Americana de Diabetes
Acido Desoxirribonucleico

Adenin Monofosfato Ciclico
Arginina

Adenin Trifosfato

Cantidades Diarias Recomendadas
Daltons

Diabetes Control and Complications Trial
Dosis Letal 50

Diabéticos Insulino Dependientes
Diabéticos No Insulino Dependiente
Péptido 1 Glucagonoide
Glucosa-6-fosfato

Transportador de Glucosa

Antigenos Leucocitarios Humanos (Complejo Mayor de
Histocompatibilidad).

Insulina Cristalina Zinc

Insulin Like Activity

Instituto Mexicano del Seguro Social
Instituto Nacional de Salud Publica
Insulina Protamina Zinc

Inmunoreactive Insulin

Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores

del Estado
Lysina
Maturity-Onset Diabetes of Young

Neutral-Protamin-Hagedorm



OMS
PBS
PC
PIV
PKC
PP
PPARg

Proteinas LDL
RER

SSF

UGDP
UKPDS

Organizacion Mundial de la Salud
Solucion Buffer de Fosfatos
Proteasa C
Polipéptido Intestinal Vasoactivo
Proteina Quinasa C
Polipéptido Pancreatico
Subtipo g del Receptor Nuclear de Proliferacion Activado por
Peroxisomas
Lipoproteinas de Baja Densidad
Reticulo Endoplasmico Rugoso
Solucién Salina Fisioldgica
University Group Diabetes Program

United Kingdom Prospective Diabetes Study Group



RESUMEN

La diabetes mellitus es la enfermedad metabolica mas comun, ya que afecta de
un 2 a un 7% de la poblacion mundial. La diabetes es una enfermedad que se caracteriza
por los altos niveles de glucosa en la sangre causados por defectos en la produccion de

insulina, en la accién de la insulina, o en ambas.

La diabetes puede provocar graves complicaciones y muerte prematura, pero las
personas con diabetes pueden tomar medidas para controlar la enfermedad y disminuir
el riesgo de sufrir complicaciones. La diabetes es una enfermedad cronica que hasta el

dia de hoy, no tiene cura.

En este trabajo utilizamos el compuesto Thelzan 101 que previos estudios
clinicos han demostrado que posee caracteristicas hipoglucemiantes. El objetivo de este
estudio fue calcular la dosis letal media del compuesto Thelzan 101 asi como probar si
disminuia los niveles de glucosa sanguinea y un posible efecto regenerador de células 3
pancreaticas; ademas, determinar el posible efecto hepatotoxico producido por el
compuesto. El trabajo fue dividido en tres etapas: en la primera etapa, se emplearon 12
ratas Wistar macho en estado normoglicemico y distribuidas en cuatro lotes, al primer
lote sélo se le administrd SSF, y a los siguientes tres se les administraron dosis de 10,
100 y 1000mg/mL, respectivamente, basandose en la tabla de supervivencia-mortalidad
propuesto por Dietrich-Lorke, se seleccionaron las dosis para la etapa 2, donde, se
utilizaron 12 ratas Wistar macho las cuales fueron distribuidas en cuatro lotes: al
primero, sélo se le administré SSF, a los siguientes tres se les administraron dosis de 20,
40, 80 y 160mg/mL, respectivamente, finalmente se obtuvo la media geométrica para
las dosis donde la correlacion supervivencia-mortalidad fue 0/1 y 1/1, y la dosis letal
media obtenida para Thelzan 101 fue: 113.137mg/kg. Ademas obtuvimos que la
disminucién de los niveles de glucosa es directamente proporcional a la dosis

administrada de Thelzan 101.



La etapa tres consistid en la administracion permanente (durante 2 meses) del
compuesto Thelzan 101 a los animales sobrevivientes de las etapas anteriores y
empleando como lote control el mismo lote empleado en etapas anteriores; la
administracion de Thelzan 101 fue 2 veces a la semana y se le hizo una medicion de
glucosa sanguinea semanalmente. Al término de estos dos meses observamos que los
niveles de glucosa en los lotes a los cuales se les administré Thelzan 101, estuvieron por
debajo de los niveles del lote control asi como también observamos que la
administraciéon de Thelzdn provocd una disminucidon en la masa corporal de los
animales a los cuales se les administro.

Al término de estos dos meses, los animales fueron sacrificados y se les extrajo el
higado y péncreas los cuales fueron analizados mediante microscopia Optica y
electronica obteniendo que la administracion de Thelzan 101 no produce efecto
hepatotoxico ya que las muestras analizadas no mostraron diferencias entre el lote
control y el lote tratado.

En cuanto al pancreas, pudimos observar que la administracion de Thelzan 101 provoca
una modificacion ultraestructural lo cual probablemente da como resultado una mayor
cantidad de células B pancreaticas aunque se sugiere que los resultados sean revisados

mas minuciosamente en estudios posteriores.



I. INTRODUCCION.

La diabetes mellitus es la enfermedad metabdlica mas comun, ya que
actualmente afecta a mas de 194 millones de personas en el mundo y se espera que
alcance los 333 millones en 2025. Los cinco paises con el mayor nimero de habitantes
con diabetes mellitus son India (32.7 millones), China (22.6 millones), Reino Unido
(15.3 millones), Pakistan (8.8 millones) y Japon (7.1 millones); México, ocupa el
noveno lugar de habitantes con diabetes mellitus en el mundo y se calcula que para

2025 ocupe el séptimo lugar. '

La diabetes mellitus se incrementd un tercio durante la década de los noventa,
venciendo a la prevalencia de obesidad y envejecimiento de la poblacion,
posicionandose como la cuarta causa de muerte en la gran mayoria de los paises
desarrollados, y para el 2025, se espera que la prevalencia de diabetes se triplique en
Africa, el este del Mediterraneo y el sureste Asiatico; que se duplique en América y en

el oeste del Pacifico al igual que en Europa.*”

En México, en el 2004 se produjeron mas de 50 mil muertes a consecuencia de
enfermedades isquémicas del corazon. Esta cifra representa alrededor del 16% del total
de muertes en el pais, lo que ubica a las cardiopatias isquémicas como la primer causa
de muerte en México, seguida por la diabetes mellitus (13%), teniendo a Veracruz como

primer lugar de prevalencia.

La poblacion en México de personas con diabetes fluctia entre los 6.5 y los 10
millones y de este gran total, 2 millones de personas no han sido diagnosticadas, siendo
la diabetes mellitus tipo 2 las mas comun (90%).

Actualmente, 13 de cada 100 muertes en México son provocadas por la diabetes, donde
el grupo de edad con mas muertes por diabetes se ubica entre los 40 y los 55 afios,
afectando mas a mujeres (15.4%) que a hombres (10.2%), siendo mas frecuente en el

medio urbano (63%) que en el medio rural (37%)."!7-3%44

Si a todo esto le agregamos que México se encuentra en 2° lugar de obesidad en

el mundo (24.4% prevalencia), s0lo después de Estados Unidos y teniendo que 2 de



cada 3 personas mayores de 20 afios en México tienen sobrepeso, y que de un 60 a 80%

de la poblacién nacional padece sedentarismo, el problema se incrementa atin mas.*°

En una persona con diabetes la obesidad disminuye hasta 8 afios la esperanza de
vida; ademas, es factor de riesgo de diabetes tipo 2 (cada kilogramo de exceso de peso
en la poblacion aumenta 5% la prevalencia de diabetes), enfermedades del corazon,

hipertension y dislipidemias.

Las complicaciones de la diabetes mellitus, como ceguera, falla renal y
enfermedad cardiaca, son una gran carga para los servicios de salud. Se estima que
los gastos destinados a la diabetes ocupan entre 5% y 10% de los presupuestos de salud
de las naciones.

Los costos humanos y econdmicos de la diabetes podrian ser significativamente
disminuidos si se invierte en prevencion, particularmente en deteccion temprana, en

razon de prevenir el desarrollo de las complicaciones por diabetes.

El Instituto Nacional de Salud Publica (INSP) de nuestro pais estima que el

gasto anual por diabetes en mas de 3 mil millones de pesos (317 millones de dolares).

El INSP también indica que el gasto anual por diabetes equivale a:
o 4.7% del gasto publico para la Secretaria de Salud (38 millones de délares).
o 6.5% del gasto para IMSS e ISSSTE (103 millones de dolares).

En el caso de consulta externa, la diabetes:

o Es la principal causa de demanda de consulta externa en instituciones publicas y
privadas.

o Constituye 20% de la atencion hospitalaria con un mayor nimero de dias de

estancia.

En la actualidad, se ha incrementado la utilizacion de los productos de fitoterapia
debido a la creciente evidencia sobre su seguridad y eficacia, asi como por la reduccion
de gastos en el tratamiento de las enfermedades®. Los siguientes factores han jugado un

. .48
papel importante en esta evolucion™ :



o El descubrimiento de efectos adversos en farmacos de sintesis.

o El mejor conocimiento quimico, farmacolodgico y clinico de las drogas vegetales
y sus productos derivados.

o El desarrollo de métodos analiticos que facilitan el control de calidad.

o El desarrollo de nuevas formas de preparaciéon y de administracion de los

medicamentos fitoterapicos.

Son prescritos principalmente por médicos generales o utilizados en régimen de

automedicacion, con frecuencia tras el consejo de profesionales sanitarios no médicos,

. i 1534
especialmente farmacéuticos. ™



CAPITULO 1.

Fitoterapia.

La fitoterapia, etimologicamente “terapia con plantas” se define como la ciencia
que estudia la utilizacion de los productos de origen vegetal con finalidad terapéutica,

. 31534
ya sea para prevenir, para atenuar o para curar un estado patologico.*'*”

El término fitoterapia suele aplicarse a la utilizacion terapéutica de productos
con una toxicidad suave o moderada, con margenes terapéuticos relativamente amplios,
que dan lugar a tratamientos menos agresivos y que hacen de la fitoterapia una
terapéutica suave. La fitoterapia se considera especialmente util en el tratamiento de

. . . (1534
afecciones leves o moderadas, asi como de afecciones cronicas. ™

Para situar los limites de la fitoterapia en la terapéutica actual, debemos partir de

.. . 4
las siguientes premisa:’

= Si bien los productos fitoterapicos suelen tener margenes terapéuticos mas
amplios y suelen dar menos efectos secundarios que los farmacos sintéticos,
natural no es sinonimo de inocuo.

= Actualmente, existe una base cientifica que apoya la eficacia de muchos
productos fitoterapicos para determinadas indicaciones.

= La eficacia se consigue solo con el uso adecuado de los preparados fitoterapicos,

tanto en lo que se refiere a las indicaciones como a la forma de administracion.

Fitofarmaco.

Una definicion practica se desprende de las dos raices de la palabra
“fitofarmaco”: “fito” procede del griego y significa planta, y “farmaco” que es el

medicamento.

Por lo tanto, en términos generales los fitofarmacos son medicamentos que

contienen como principio activo exclusivamente plantas, partes de plantas, ingredientes

vegetales o bien, preparaciones obtenidas a partir de ellas.**°
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En nuestro pais los fitofarmacos, al igual que en la mayoria de los estados de la Union
Europea, se incluyen en la Ley 25/90 del Medicamento en la categoria de

. 34
medicamentos.

Los fitofarmacos en sentido estricto se definen mediante los siguientes dos criterios:

1. Son farmacos que contienen, como sustancias activas, preparaciones de partes

vegetales en una forma galénica especifica.

La preparacion a partir de partes vegetales puede ser:
a) Partes vegetales cortadas o pulverizadas.
b) Jugos de partes de plantas.
¢) Tinturas, maceraciones en aceites, destilados.
d) Extractos de partes de plantas, obtenidos mediante solventes dentro del
marco de varios procedimientos.

Como formas galénicas se encuentran especialmente:
a) Polvos, granulos.
b) Gotas, jugos, soluciones.
¢) Capsulas, comprimidos, grageas.
d) Ampolletas, infusiones.

e) Pastas, ungiientos, geles y cremas.

2. Son farmacos que forman parte de una terapia medicamentosa racional en el
sentido de la medicina cientifica y se emplean para el tratamiento de enfermedades

o padecimientos definidos (Héinsel/Haas).

Los fitofarmacos modernos se someten a la comprobacion de eficacia y
tolerancia segin los métodos de determinacion de la medicina académica.

La comprobacion del efecto se realiza, esencialmente, mediante experimentos
farmacoldgicos y la de eficacia mediante estudios clinicos o a través de la experiencia

médica. >33

Presentado en forma sencilla, un fitofarmaco en sentido estricto se diferencia de

un “farmaco quimico” en que contiene como principio activo una preparacion vegetal



en lugar de una sustancia quimica sintetizada. Por esta razén, predominan los
“extractos” de preparacion de plantas.

Es evidente que los productos mencionados a continuacion no corresponden a la
definicion relevante para la practica de los fitofarmacos en sentido estricto con base en

los dos criterios anteriores:

a) Farmacos homeopaticos
b) Farmacos antroposoficos
¢) “Remedios naturales”, sentido tradicional de la expresion, “remedios caseros”,

entre otros.

Si un fitofarmaco contiene, como principio activo, un solo extracto vegetal se
conoce como monopreparado. Si contiene dos 0 mas extractos con principios activos se

. 31534
conoce como preparado de combinacion.™ ™

Los fitofarmacos, en sentido estricto, son farmacos:

o Que contienen como principio activo preparaciones vegetales, sobre todo
extractos estandarizados, a diferencia de los ‘‘farmacos quimicos”.

o Que se elaboran en preparaciones galenicas normales como son gotas,
comprimidos, grageas, capsulas o cremas.

o Que se emplean en el campo de la medicina cientifica.

o Cuyos efectos farmacologicos se prueban mediante experimentos y cuya eficacia

clinica se demuestra en estudios clinicos y en la practica médica.
Uno de los factores clave para el desarrollo de una fitoterapia racional es
disponer de medicamentos a base de plantas que, como cualquier otro medicamento,

tengan garantizados su calidad, seguridad y eficacia.*®

Calidad.



La calidad es un requisito béasico de los medicamentos, no s6lo por su
significacion intrinseca, sino porque constituye la base sobre la que reposa la
reproductibilidad de los parametros de seguridad y eficacia (Bauer, 1998; Bauer y Tittel,
1996; Busse, 2000; Franz y Vlietinck, 2001).>*

Para poder realizar la evaluacion de la

calidad de los fitofarmacos en algunos casos se

requiere la utilizacion de diversos métodos

analiticos, particularmente la cromatografia A 2 La calidad es fa base de
liquida de alta resolucion (HPLC), Ila g % i;ﬁf.'&'::cy'?:f«ﬁam
cromatografia de gases (GC) y la espectrometria E 8

de masas (EM), estos métodos permiten la e 3/ 7

valoracion de constituyentes y la obtencion de " CAUDAD [

su “huella dactilar” (perfil cromatografico) Fig.1. La calidad de los medicamentos a

. . 34
(Lazarowich y Pekos, 1998).34 base de plantas medicinales.

Seguridad.

Muchos farmacos que provienen de la medicina tradicional y han sido utilizados
durante siglos, proporcionan cierta garantia de su inocuidad, principalmente en lo que a
toxicidad aguda se refiere. Sin embargo, a pesar de que los farmacos vegetales y
derivados suelen presentar un margen terapéutico amplio, no estan exentos de posibles
efectos adversos, interacciones y contraindicaciones. De ahi que la evaluacion de su
seguridad, debe efectuarse con los criterios aplicados a otros medicamentos y debe
sustentarse, siempre que sea posible, en la existencia de documentacion cientifica
relevante sobre su toxicidad, efectos secundarios, interacciones, contraindicaciones,
mutagenicidad, etc. ™

Eficacia.

Existen diferentes parametros que contribuyen a demostrar la eficacia de un
preparado de fitoterapia. Entre estos parametros se encuentra el conocimiento de los
principios activos del farmaco, los resultados obtenidos en ensayos farmacoldgicos

experimentales y la experiencia clinica.



Para la evaluacion de la eficacia clinica, se reconocen diversos niveles de
evidencia, (Fig.2). La tendencia actual es que las exigencias para el reconocimiento de
la eficacia y que la documentacion requerida para apoyar una determinada indicacion
dependan del tipo y gravedad de la indicacion. Asi, para el tratamiento de alteraciones
menores, un menor nivel de evidencia puede ser adecuado, que debera evaluarse
conjuntamente con otros parametros, como nivel de riesgo, experiencia de uso,

. . , . . 4
existencia de datos farmacologicos experimentales, etc.’

la Meta-analisis de ensayos clinicos controlados y aleatorios.
16, Minimo de un nsayo controlado y aleatorio

lia. Minimo de un ensayo bien disefiago, conirolado, no alealorio,

IIb. Minimo de un estudic de otro tipo, casi-experimentat y bien disefiade.

1. Estudios descaptivos, no experimentales. bien disefiados
(comparativos, de correlacion, de casos controlados)

V. Evidencia obtenida de informes de comités de expertos o
de opiniones yfo experiencia clinica dg especialistas reconocidos.

i |

- Informes de comités de expertos ausentes o negativos.
- Opiniones y/o experiencia clinica de especialislas ausente o negativa
- Experieticia documentada no plausible,

- Ib. Minimo de un ensayo controlado y aleatoric.

Fig.2. Niveles de evidencia para el reconocimiento de eficacia de acuerdo con Agency for Health Care
Policy and Research de EE.UU y la OMS.**

Thelzan 101.

El compuesto Thelzan 101 es un fitofarmaco desarrollado por los laboratorios
Thelzan de México S.A de C.V., el cual esta constituido por dos plantas que en
medicina tradicional se emplean para el tratamiento de la diabetes mellitus; estas plantas

son: la Tecoma Stans y la Vaccinium Myrtillus.

Al compuesto Thelzan 101 se le han realizado diversos estudios tanto de

cristalografia (Fig.5), como de espectrometria para elucidar su naturaleza estructural,



dentro de ellos se encuentran: espectroscopia por infrarrojo (Fig.6), espectrometria de

masas (Fig.4), asi como cromatografia de liquidos (Fig.3), entre otras.
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Fig.5. Cristalografia Fig.6. Espectroscopia por
Infrarrojo

Mediante dichos estudios, se ha podido localizar que el principio activo que le
confiere la caracteristica de agente hipoglucemiante es la Apigenina.

Apigenina.

La apigenina es un derivado de las flavonas, grupo perteneciente a los

flavonoides, es por eso, que al hablar de apigenina es necesario hablar de flavonoides.*’

Flavonoides.

Entre las sustancias de caracter fendlico, los que han sido objeto de estudios mas

profundos son los flavonoides. Comprenden un gran grupo de metabolitos secundarios



que derivan de subunidades que provienen de las rutas metabolicas del acetato y del

shikimato.

Se encuentran casi exclusivamente en plantas superiores, y se presentan de dos
modos muy caracteristicos: enlazados a unidades glucidicas (flavonoides glucésidos), o
libres (flavonoides agliconas), como es el caso de las flavanonas (catequinas y
proantocianidinas). Invariablemente, tienen una unidad C15, como se muestra en la

Fig.7.3’15’34’49

OR

Fig.7. Estructura quimica de los flavonoides*’

Nomenclatura y tipos.

Para su estudio sistematico los mas de 4000 flavonoides naturales se han
clasificado en varias clases de acuerdo con las variantes estructurales que presenta la
cadena central C3. De acuerdo con esto, los flavonoides se clasifican en varios grupos:
chalconas, flavonas flavanonas, flavanonoles, antocianidinas, catequinas, epicatequinas,

isoflavonoides, pterocarpanos, rotenoides, etc.

La mayoria de agliconas flavonoides tienen nombres triviales con la terminacion
INA u OL. La quercetina es un flavonol y corresponde al 5,7,3°,4’-tetrahidroxiflavonol.
La naringenina es una flavanona y corresponde a la 5,7,4’-trihidroxiflavanona.
En el caso de los glicosidos flavonoides, es muy comun nombrarlos con relacion al
nombre trivial de la aglicona. Por ejemplo, la apigenina corresponde a la 5,7,4’-

trihidroxiflavona y la vitexina corresponde al 8- C-D-glucopiranésido de apigenina.***’

Flawonas Py



Fig.8. Derivados de los flavonoides.*’

Accion bioldgica.

Desde hace muchos afios se les han reconocido a los polifenoles una serie de
acciones beneficiosas para la salud. Tal es el caso de la citrina, que fue el primer
flavonoide al que se le atribuyé una actividad bioldgica bien definida sobre la
permeabilidad vascular, recibiendo por ello el nombre de vitamina P. La citrina es una
mezcla de glucosidos flavonoides, principalmente quercetina, rutina, hesperidina y

e . 4
eriodictina.*’

o Accion antioxidante.
Dentro de esta accion, destaca su capacidad protectora sobre las proteinas LDL. De
esta manera, se puede explicar su pluralidad de acciones, ya sea como antioxidantes
primarios antirradicalarios o como sustancias reductoras, como agentes sinérgicos, o

como quelantes de metales de transicion.

o Accion quelante.
Los iones de metales como hierro y cobre, pueden catalizar la produccion de
radicales libres. La capacidad quelante de los flavonoides sobre ellos parece

contribuir a su actividad antioxidante in vitro.

o Efectos sobre el sistema de sefializacion celular.
Estas vias regulan numerosos procesos en la célula, incluyendo el crecimiento, la
proliferacion y la muerte celular (apoptosis). Incluyen a los receptores de membrana

(de superficie e intracelulares), las proteinas cinasas y las proteinas fosfatasas.



o Accion termogénica.
Un estudio demostr6 la eficacia del extracto de té verde, rico en polifenoles y

cafeina, que incrementa el gasto energético y la oxidacion grasa en humanos.

o Accion mutagénica y cancerigena.
En los polifenoles con estructuras derivadas del flavonol, como la quercetina, la
miricetina y el camferol, han dado resultados positivos de mutageneidad con la
prueba de Ames (desarrollado sobre Salmonella typhymurium). Por su caracter
electrofilo, estas quinonas son muy reactivas y pueden participar en el ciclo de
produccion de los radicales superdxidos y perdxidos, lo que explicaria sus

propiedades mutagénicas y cancerigenas.

o Accion anticancerigena.

La accidn anticancerigena de los flavonoides destacaria a través de cinco procesos:

v FEstimulacion de la desintoxicacion enzimdtica de la fase II. Los flavonoides
serian agonistas de las enzimas de desintoxicacion de la fase II que catalizan las
reacciones que promueven la excrecion de productos quimicos potencialmente
toxicos o carcindogenos.

»  Preservacion de la regulacion normal del ciclo celular. Activando los caminos
que conduce a la muerte de la célula (apoptosis) si el dafio en la replicacion del
ADN ha sido irremediable.

v [nhibicion de la proliferacion y activacion de la apoptosis.

v [nhibicion de la invasion del tumor y de la angiogénesis. Los tumores invasores
deben desarrollarse en los vasos sanguineos nuevos por un proceso conocido
como angiogénesis para aprovisionarse de nutrientes en su rapido crecimiento.
Los flavonoides evitarian que las células cancerosas invadan el tejido normal
(proceso conducido por las enzimas llamadas metaloproteinasas).

= Disminucién de la inflamacién. Esta puede dar lugar a una produccion local y
creciente de radicales libres por las enzimas inflamatorias, asi como el
lanzamiento de los mediadores que promueven la proliferacion y la angiogénesis

de la célula, y que simultaneamente inhiben la apoptosis.

o Acciones especificas de los polifenoles.



Los flavonoides se han aislado de muchas drogas vegetales debido a que son
productos naturales muy comunes. A sus polifenoles se les ha atribuido una cantidad de
acciones que van desde actividades inhibidoras de enzimas (hidrolasas, ciclooxigenasas,
fosfatasa alcalina, cAMP fosfodiesterasas, ATPasas, liasas, hidroxilasas, transferasas,
oxidorreductasas 'y cinasas), hasta accion antiinflamatoria, anticancerigena,

antibacteriana y antiviral.

Su uso para el tratamiento de la fragilidad capilar es motivo de controversia,
pero sin embargo se utiliza para el tratamiento de la hipertension y en geriatria. Las
flores de sauco (Sambucus niger), usadas para el tratamiento de resfriados, gripe y
reumatismo, contienen varios glicosidos flavonoides. Una cantidad de isoflavonas
(derivados de la 3-fenil-cromona), poseen actividad estrogénica y producen esterilidad
en las ovejas que consumen trébol. La silibina y la silimarina son flavolignanos
constituyentes del cardosanto (Silybum marianum), que se utiliza mucho en Alemania
como hepatoprotector. Algunos dimeros flavonoides (biflavonoides), como el
diinsininol, tienen accion antiinflamatoria. La quercetina y la rutina tienen efectos
anticancerigenos potenciales.49

También hay algunas evidencias de que los consumidores de vinos tintos
presentan baja mortalidad por enfermedad coronaria, y que ello se debe, al parecer, a
sus compuestos fenolicos, entre los que estan flavonoides: catequina, epicatequina y
quercetina. Las procianidinas presentes en las uvas tienen uso potencial en isquemias

cardiacas.

También se han descrito flavonoides que inhiben la agregacion plaquetaria, con
accion vasodilatadora (naringenina, eriodictyol y luteolina), con accion antiarritmica,
chalconas, asi como con accion antimicotica y antibacteriana. La 3-ramnosilquercetina
presenta actividad antidiarreica, y otras isoflavanquinonas poseen potente actividad
antiinflamatoria y antialérgica. Hay flavonoles con actividad antiespasmolitica, mientras
que isoflavonas y flavanonas poseen propiedades antimicoticas. Hay isoflavanos
antimicrobianos y flavanos con actividad leishmanicida. Las antocianinas, por sus
caracteristicas, se han sugerido como colorantes de alimentos. Ademas, se ha descrito el

uso potencial de ciertos flavonoides en cosméticos.*
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Tecoma stans.>'>*

Nombres comunes en México.

Tronador, Tronadora, Satico amarillo,
Lluvia de oro, Campanas amarillas, Palo de
arco (Rep. Mex.); Batilimi, Matilimi (Chis.);
Borla de San Pedro, Hierba de San Pedro

(S.L.P.); Candox (Chis.); Xk anlol, Xkantol Fig.9. Arbol, flor y tallo de la
Tecoma stans.>’

(I. maya, Yuc.); Corneta amarilla (Dgo); Flor

de San Pedro (Mex., S.L.P.); Gloria (Sin.); Guiabiche, Guie-bacand, Guie-bichi,
Trompeta (1. zapoteca, Oax.); Hierba de San Nicolas; Hoja de Bafio (Gro.); Ichcuetl,
Mixtontze, Ixontli (Pue.); Lipa-gundoflei (I. chontal, Oax.); Mazorca (Ver.); Mifiona
(N.L.); Nixtamalxochitl (I. nahuatl); Caballito (Son.); Retama (Mich., Gto., Jal.);
Trompeta (Dgo.); San Pedro (Tamps., S.L.P., Mex.); Tulastchil (Oax.); X-cantul
(Yuc.); Xochimitl (Pue.).

Sinonimia.

Bignonia frutescens Mill. ex DC.; Bignonia incisa Hort ex DC.; Bignonia stans L.;
Gelseminum stans (L.) Kuntze; Stenolobium incisum Rose & Standl; Stenolobium
quinquejugum Loes; Stenolobium stans (L.) Seem; Stenolobium stans var. apiifolium
(Hort. ex DC.) Seem; Stenolobium stans var. multijugum Fr.; Stenolobium stans var.
pinnatum Seem.; Tecoma incisa Sweet; Tecoma stans var. apiifolia Hort. ex DC;

Tecoma tronadora (Loes.) Johnst.

Descripcion.

e Forma. Arbol pequefio o arbusto bajo, perennifolio o caducifolio, de 1 a 10 m (hasta
20 m) de altura, con un didmetro a la altura del pecho de hasta 25 cm.

e Flor(es). Inflorescencia en racimo terminal o subterminal, con 20 flores
aproximadamente, s6lo algunas abriendo al mismo tiempo; caliz corto-cupular, de 4
a 7 mm de largo; corola color amarillo vivo, con 7 lineas rojizas en la garganta,
tubular-campanulada, de 3 a 5 cm de largo. Las flores son muy vistosas pero

débilmente fragantes.



e Fruto(s). Fruto una capsula alargada, cilindrica y dehiscente, café¢, ahusada hacia los
extremos, de 7 a 21 cm de largo por 5 a 7 mm de ancho, la superficie lenticelada; se
abre a lo largo para liberar muchas semillas muy finas.

e Semilla(s). Semillas pequefias, aplanadas y aladas; cuerpo de la semilla de 7 a 9 mm
de largo, alas blancoamarillentas, hialino-membranaceas, agudamente demarcadas
del cuerpo de la semilla e incrementan el tamafio en 8 a 10 mm de ancho por 2 a 2.5
cm de largo.

e Sexualidad. Hermafrodita.

e Numero cromosoémico: n = 18.

Distribucion.

Ampliamente distribuido en casi toda la Republica.

Altitud: 0 a 1,500 (2,400) m.

Estados. Ags. B.C. B.C.S. Camp. Chis. Chih. Coah. Col. D.F. Dgo. Gto. Gro. Hgo. Jal.
Mex. Mich. Mor. Nay. N.L. Oax. Pue. Qro. Q.Roo. S.L.P. Sin. Son. Tab. Tamps. Tlax.
Ver. Yuc. Zac.

Habitat.

Suele aparecer aislada en areas alteradas, a orilla de carreteras, sobre faldas de
serranias, barrancas y sitios pedregosos. Suelos: negro, café-arcilloso, rojizo, somero,

calizo, arenoso, pedregoso, bien drenado.

Uso Medicinal.

® Raiz, flor, hoja, corteza, tallo. Se reportan 54 usos diferentes y 56 componentes
quimicos para esta planta.
= Usos: anemia, acido tUrico, asma, inflamacion, dengue, analgésico,

antiamibiana, dolor de muelas, antipirético, sifilis, depurativo, diabetes,



enfermedades del corazdn, enfermedades de la piel (llagas, salpullido,
sarna), enfermedades gastrointestinales (pirosis, co6licos, diarrea,
empacho, enteritis aguda, ulceras estomacales, evacuaciones fétidas,
flatulencias, gastritis, disenteria), enfermedades hepaticas (bilis,
padecimientos del higado), enfermedades respiratorias (resfriado comun,
antitusivo), enfermedades urinarias (diurético, hidropesia, afecciones
renales), enfermedades ginecoldgicas, anorexia, antihelmintico,
vermifugo, diurética.

= Infusién de raiz: tonico en la atonia gastrointestinal, diurético, vermifugo
y antisifilitico.

= Flor: remedio para la diabetes.

= Hoja, corteza (polvo): para curar llagas.

= El zumo de la raiz se usa para sanar heridas internas en nifios.

= Hojas (infusion): calma los nervios, tonico para aliviar la gastritis,
estimula el apetito.

» En Veracruz se hace un cocimiento de las flores y la corteza como
remedio para los dolores de estdomago. La Farmacopea mexicana atribuye
a la planta propiedades eupépticas y la prescribe para la debilidad
gastrointestinal y para aliviar la gastritis de origen alcohdlico. Melifera

(flor). Apicultura.
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Vaccinium myrttllus3 A3:3

Nombres comunes en México.

Arandano, Mirtilo.

Sinonimia.
Fig.10. Flor y fruto de la

Vaccinium myrtillus®
Anavia (castellano), Arandano (castellano),

Arando (gallego y/o portugués), Arusnica cucoriedkova (eslovaco), Bilberry
(inglés), Black whortleberry (inglés), Burren myrtle (inglés), Dwarf bilberry (inglés),
Dyeberry (inglés), Ericaceae (familia), Heidelbeere (aleman), Huckleberry (inglés),

Hurtleberry (inglés), Mirtillo (castellano), Raspano (castellano), Rasponera



(castellano), Uva do monte (gallego y/o portugués), Vaccinium arboreum (similar),
Whinberry (inglés), Whortle-berry (inglés), Wineberry (inglés).

Principios activos:

e Frutos: taninos catéquicos (5%), acidos organicos, azucares, inositol, pectina,
carotenos, abundantes pigmentos antocidanicos (0,50%): neomirtilina-delfinidol,
cianidol, malvidol, petunidol. Flavonoides: rutdsido.

e Hojas: abundantes taninos catéquicos (6-10%); hidroquinona, trazas de
arbutésido; flavonoides derivados del quercetdsido, acidos triterpénicos
(ursélico, oleandlico), glucoquinina: neomirtilina; sales minerales: hierro,

manganeso, cromo; trazas de alcaloides quinolizidinicos: mirtina, epimirtina.

Uso Medicinal.

e Frutos: Los pigmentos antocianicos le confieren una accidbn como
antiinflamatorio, antihemorragico, vitaminico P (mejoran la microcirculacion,
aumentan la resistencia y controlan la permeabilidad capilar), contribuye a la
regeneracion de la capa vascular de la retina, aumentando la agudeza visual.
Los taninos tienen una actividad como astringente (antidiarréico, hemostatico
local) y antiséptico.

e Hojas: Los taninos catéquicos ejercen una accidn como astringente
(antidiarréico, hemostatico local) e hipoglucemiante, reforzada por Ia
neomirtilina y las sales de cromo. El arbutésido es antiséptico urinario. Los

extractos muestran actividad de antifungico.

e Frutos: Varices, hemorroides, fragilidad capilar, arteriopatias, edemas por
insuficiencia venosa, hemeralopia, retinitis pigmentaria, miopia.

e Hojas: Diarreas, diabetes, cistitis, uretritis, pielonefritis, vulvovaginitis. En uso
externo: dermatomicosis, estomatitis, eczemas, heridas, Ulceras dérmicas.
En caso de gastritis o Ulcera gastroduodenal, los taninos podrian provocar un
aumento de las molestias. Debido al considerable contenido en hidroquinona de

las hojas, debe prescribirse en forma de tratamientos discontinuos.



CAPITULO 2.

HIGADO.

El higado es la glandula mas grande de todo el organismo y la viscera de mayor

tamafio. Recibe su irrigacion a través de la vena porta, que trae la sangre venosa desde

el intestino delgado, el pancreas y el bazo.'"'®

Una de las principales funciones del higado es degradar y conjugar las sustancias

toxicas para convertirlas en inocuas.”'"'®

Ligamento coronario

Cara anterior del higado \ Cara difragmética

Cara diafragmética 4 SRR : = Aol higado
del lobule derecho _«* i 5 : ey

Ligamente falciforme

Borde.intero, Ligamento redondo del higade

Fig.11. Estructura del higado."®

Esta constituido por hepatocitos que tienen funciones endocrinas y exocrinas.
La secrecion exocrina del higado, llamada bilis, contiene productos de desecho
degradados y conjugados que son devueltos al intestino para su eliminacion. La
secrecion endocrina es entregada directamente a la sangre que irriga a los hepatocitos:
entre estas secreciones se encuentran la albumina, las globuinas o y B no inmunes, la
protrombina, y glucoproteinas, asi como también glucosa (proveniente del glucogeno

almacenado) y la triyodotironina (producto de la desyodacion de la tiroxina).>' '8

Descripcion.

Configuracion Externa.


http://www.neevia.com

El higado del adulto representa la mitad superior de un cuerpo ovoide, cuyo eje
mayor es oblicuo hacia arriba y a la izquierda. Posee una parte derecha muy
desarrollada hacia atras y arriba, lateral a la columna vertebral. Ocupa la concavidad
diafragmatica derecha. Su extremidad izquierda se adelgaza y aplana debajo del
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hemidiafragma izquierdo.'®?

Presenta dos caras y un borde:

e (ara diafragmatica: comprende las caras tradicionalmente designadas
anterosuperior y la parte extraperitoneal de la cara posterior.

e (Cara visceral: comprende la cara inferior y la porcion revestida del peritoneo de
la cara posterior.

e Borde inferior: une las caras diafragmatica y visceral.

Aspecto General.

El higado es un 6rgano homogéneo, liso, de color rojo oscuro. Su peso, t€érmino
medio en el adulto, es de 1.5kg. Lleno de sangre, el higado resiste mal los traumatismos,

ante los cuales se muestra bastante friable.

Su aspecto se modifica en numerosas enfermedades: turgente y verdoso en las
retenciones biliares, retraido y fibroso en la cirrosis, achocolatado en los canceres

secundarios. Estos son sélo algunos ejemplos.'®

Constitucion Anatéomica.

El 6rgano estd rodeado por el peritoneo y por una membrana propia, la capsula
fibrosa del higado. Esta constituido por una parénquima hepatico semejante en todas las
partes del higado, del cuél salen los conductos excretores de la bilis.'"'®

Cdapsula fibrosa del Higado (de Glisson).

Rodea por completo al 6rgano. Es delgada, poco resistente. Su cara superficial se
adhiere al peritoneo, mientras que su cara profunda envia tabiques conjuntivos entre los

lobulos y lobulillos. A nivel del porta hepatico, la capsula se refleja en el interior de la



glandula, formando una vaina a los vasos y a los conductos biliares (cépsula fibrosa

perivascular).

Parénquima hepadtico.

Esta constituido por lobulillos hexagonales, separados por los espacios
interlobulillares (de Kiernan), e interpuestos entre las circulaciones de aporte y de salida
del higado. Las células hepaticas se hallan adaptadas a la doble funciéon exocrina y

endocrina de la glandula.

Anatomia funcional.

La anatomia no puede dar cuenta de las innumerables funciones aseguradas por
el higado; a lo sumo permite comprender como se evacuan los productos elaborados por

el higado para cumplir con sus dos funciones esenciales.”! "%

e La secrecion exocrina de la bilis, evacuada por los conductos biliares.
e Transformaciones humorales, a partir de la sangre venosa aportada por la vena
porta hepatica y la secrecion de diversos productos que modifican de modo

considerable la composicion de la sangre evacuada por las venas hepaticas.
La hepatectomia total es incompatible con la vida, pero se puede privar al

organismo de los dos tercios de la glandula. Esta posee un enorme poder de

regeneracion.

PANCREAS.

El pancreas es una glandula mixta:

e Su secrecion externa (el jugo pancreatico), es vertida en el duodeno por los

conductos pancreatico y pancreatico accesorio.



e Su secrecion interna (la insulina, el glucagoén, la somatostatina y el polipéptido
pancreatico) se vierte en la sangre. Estas hormonas tienen una accion esencial en la

regulacion del metabolismo.

El péancreas se relaciona estrechamente con el duodeno, que enmarca su cabeza
en el extremo derecho. Esta intimamente relacionado con el conducto colédoco. La
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porcion izquierda del pancreas se afina en forma progresiva en direccion al bazo. >~

Es un 6rgano profundo, adosado a la pared posterior del abdomen en una
ubicacion prevertebral; es retrogastrico y se relaciona por adelante con las regiones
supracolicas e infracdlicas del abdomen. La linea mediana deja un tercio del pancreas a

la derecha y dos tercios a la izquierda.

Bile duct
from liver Stomach

Duodenum

Hormones
(insulin,

glucagon)
= Blood

—— A 1_;_\—1"‘:":-

Endocrine portion
of pancreas
{islets of Langerhans)

Fig.12. Estructura del pancreas’

Descripcion.

Configuracion Externa.

El pancreas es una glandula de forma alargada de derecha a izquierda y algo
menos de abajo hacia arriba, pero aplastada en sentido anteroposterior. Describe una
concavidad posterior, moldeada sobre la columna lumbar a nivel de L1-L2. Se describe

. 11,12
en ¢l: una cabeza, un cuello, un cuerpo y una cola.



o (Cabeza.

La cabeza es la parte orientada algo hacia delante y a la derecha, enmarcada por
el duodeno. Su borde superior y su borde derecho estan excavados por un canal, en
el cual se ubica el duodeno “como un neumatico a su llanta” (Gregoire). El canal
desaparece en el borde inferior de la derecha que estd en contacto con la porcion

horizontal del duodeno.

e Cuello.
El cuello o istmo del pancreas une la cabeza al cuerpo. Es una porcion algo

estrecha, de aproximadamente dos centimetros de longitud.

e Cuerpo.
El cuerpo se aparta de la cabeza de la glandula, hacia la izquierda y hacia arriba.
Por atras es concavo. En un corte sagital paramediano, tiene la forma de un prisma

con tres caras: anterior, posterior ¢ inferior.

e Cola.
La cola es la extremidad izquierda. Prolonga al cuerpo y se afina formando una

lamina hacia delante, dirigida hacia el hilio del bazo.

Constitucion Anatomica

Conductos Excretores.

La glandula esta formada por dos tejidos diferentes:

o La glandula de secrecion externa con acinos glandulares, comparables a los de
las glandulas salivares. Cada acino posee un conducto excretor para el jugo
pancreatico.

e La glandula de secrecion interna esta constituida por los islotes pancreaticos (de

Langerhans), situados entre los acinos. Los islotes estan rodeados por una rica



red vascular, que es la via de eliminacion de las hormonas producidas por las

distintas células que los constituyen.

Conducto Pancredtico (de Wirsung).

Se origina a nivel de la cola del pancreas y sigue el eje mayor del cuerpo de la
glandula en direccion hacia la cabeza del pancreas, ubicado en el centro del 6rgano. La
terminacion del conducto pancreatico estd rodeada por la porcion pancreatica del
esfinter de la ampolla pancreatica. Durante su trayecto recibe innumerables conductos
que los aborda por todas sus caras. Drena a los acinos de la cola, el cuerpo y la porcion
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posterior de la cabeza del pancreas.

Conducto Pancredtico Accesorio (de Santorini).

Se separa del conducto pancreatico a nivel de la cabeza del pancreas. Se
distingue en sentido horizontal hacia la derecha y termina atravesando la pared
posteromedial del duodeno, a unos 2 o 3 cm por arriba del conducto pancreatico
principal. Su orificio levanta la mucosa formando la papila duodenal menor. Este

. . . 11,12
conducto drena la porcion anterior de la cabeza del pancreas.

Anatomia Funcional.

La anatomia macroscopica solo revela la secrecion externa de la glandula,
conducida al duodeno por los conductos excretores glandulares. La secrecion se produce
por reflejos suscitados por la llegada del quimo acido al duodeno. La excrecion es
controlada por el musculo esfinter de la ampolla hepatopancreatica, cuyo mecanismo
delicado se opone al reflujo, no sélo del contenido duodenal (alimentos, jugo intestinal,
jugo gastrico), sino también de la bilis, hacia el conducto pancreatico. En caso de que se
produjera este reflujo, activaria las enzimas del jugo pancreatico y ocasionaria la
autodigestion de la glandula, punto de partida de necrosis pancreatica: la pancreatitis

aguda hemorragica, que puede ser mortal.



La glandula de secrecion interna, generadora de hormonas (glucagon, insulina,
somatostatina, polipéptido pancreatico) vierte su contenido en las venas tributarias de la
vena porta hepatica: la secrecion interna del pancreas pasa, en primera instancia, por el
higado. Cuando existe una alteracion de la secrecion de insulina, con disminucién de su
cantidad, da origen a una enfermedad del metabolismo, primariamente, de los hidratos

, 11,12,18,21.4
de carbono: diabetes.!"'>1821:46

Pancreas Exocrino.

El péancreas exocrino contiene acinos que secretan una diversidad de enzimas a
los conductos pancreaticos, por lo que la funcion exocrina del pancreas es desempefiada
por las células acinosas, las células centroacinosas y los conductos intercalares. El
conducto pancreatico se abre en la papila duodenal, en 70% de las personas se une al
colédoco a nivel de la ampula de Vater. De modo ordinario, un conducto pancreatico
accesorio (menor) se abre de manera independiente al duodeno en un punto proximal a

oo 11,12,18,21
la papila.''>!®

Pancreas Endocrino.

El pancreas endocrino se constituye por islotes de Langerhans, que se
distribuyen en todo el 6rgano, con una densidad maxima en la cola, y contienen varias

células productoras de diferentes hormonas.''"'*!®

Un pancreas humano adulto normal contiene cerca de 1 millon de islotes los
cudles constituyen el 2-3% del total de la masa de la glandula. Los islotes de
Langerhans son estructuras microscopicas con diametro de 50 a 250pum. A pesar de
estas variaciones, la arquitectura interna de los islotes es caracteristica; los islotes no
estan conectados con el sistema de conductos exocrinos, asi los productos hormonales

se secretan de manera directa a la corriente circulatoria.



Microscopicamente los islotes de Langerhans estan constituidos por cuatro tipos

celulares distintos: células a, B, vy y PP. La proporcion de células o, B, y y PP en un

11,12

islote adulto es de 68:20:10:2 respectivamente.

Cél-lules o B — Glucagon

Céldules b &y —= Insulina

Cel-lules . —8 Somatostatina

Celules PP #p —. Polipéptido pancreatico

Fig.13. Distribucion celular en el islote pancretico (de Langerhans) humano.'

La hormona mas importante secretada por el pancreas es la insulina. Las células
B de los islotes son la tnica fuente de insulina en el cuerpo, y la deficiencia de
secrecion de cantidades adecuadas de insulina da como resultado diabetes mellitus.
11,12,18,21,46

El glucagén, secretado por las células a, también desempefia un papel en el
metabolismo de la glucosa. La funcion del glucagon es menos vital, y no se ha visto que

la ausencia de glucagdn cause alguna enfermedad clinica.

Las funciones fisioldgicas del polipéptido pancreatico (PP), y del polipéptido
intestinal vasoactivo (PIV) no se ha dilucidado y se piensa que la cantidad de
somatostatina y de gastrina secretada por las células y del pancreas es demasiado
reducida para que tenga algin papel fisioldgico. No obstante la secrecion excesiva de

cualquiera de estas hormonas causa sindromes clinicos especificos.'">!1%2!

Control de 1a homeostasis de la glucosa.

Dentro de las diferentes fuentes de energia que utiliza la célula, la glucosa es la

principal. En los mamiferos, la regulacion de la concentracion de glucosa en sangre es

esencial para el organismo, ya que estados de hiperglucemia o hipoglucemia extremos



pueden ser criticos para la supervivencia. En el hombre y en los mamiferos en general,
la regulacion de la concentracion de la glucosa se realiza mediante un equilibrio entre el
flujo de glucosa dentro y fuera del espacio extracelular a través de la secrecion

coordinada de insulina y el glucagon.*®

Después de la ingestion de alimentos, el mantenimiento de la homeostasis de la
glucosa depende de tres procesos que ocurren simultineamente de una manera

coordinada.

1. En respuesta al incremento de la glucosa plasmatica, se estimula la produccion y
secrecion de insulina por parte de las células § del pancreas.

2. El incremento en la glucemia e insulinemia induce a la captacion de la glucosa
por los tejidos periféricos (higado, misculo y tejido adiposo).

3. Se inhibe la secrecion de glucagoén, lo que suprime la produccion hepatica de

glucosa.

La normoglicemia se mantiene gracias a la accion del glucagéon y de otros factores
hormonales y nerviosos, a través de un incremento en la produccion de glucosa en el
higado (mediante la estimulacion de la gluconeogénesis y de la glucogenolisis).
Alteraciones funcionales a nivel de célula B, higado, musculo o tejido adiposo, pueden
conducir a trastornos en la homeostasis de la glucosa, al desarrollo de intolerancia a la

glucosa o, incluso, a diabetes mellitus.'**

Para poder ser utilizada, la glucosa ha de ser transportada al interior de las
células y, posteriormente, debe ser fosforilada a glucosa-6-fosfato (glucosa-6-P). El
transporte lo realizan un sistema de proteinas transportadoras de glucosa (GLUTS),
situadas en la membrana plasmatica. A continuaciéon, un grupo de proteinas
citoplasmaticas, denominadas hexoquinasas se encarga de la fosforilacion. La glucosa-
6-P resultante podra intervenir en las diferentes vias metabdlicas, como la glucdlisis, la

via de las pentosas fosfato o ser almacenada en forma de glucogeno.'**

Insulina.



La insulina es un polipéptido constituido por una cadena A , con 21
aminoacidos, y una cadena B, con 30 aminoacidos, ambos polipéptidos estan unidos
entre si por dos puentes disulfuro que se extienden desde las cisteinas en las posiciones
7y 20 de la cadena A, a las cisteinas 7 y 19 de la cadena B, respectivamente. Entre dos
cisteinas de la cadena A (la 6 y la 11) se establece un tercer puente disulfuro (puente
intracatenario). La presencia de estos puentes disulfuro son indispensables para la
actividad biolégica de la hormona; aunque los mas importantes son los extremos de la
cadena A y la parte intermedia de la B (Fig.16). Ademas para que haya un buen
reconocimiento del receptor y una efectiva funcién bioldgica de la insulina depende
también de la estructura tridimensional y en el caso de la insulina, de la tendencia

espontanea a la autoagregacion; la secuencia de los aminodcidos de la insulina fue

establecida por Sanger y col. 1436

Una vez que la insulina es sintetizada y secretada al torrente circulatorio, se
distribuye a los diferentes tejidos diana. Alli, esta hormona actia a través de un receptor
de membrana especifico que pertenece a una familia de receptores que tienen actividad

. . . 14
tirosina quinasa.

Biosintesis de la Insulina.

La estructura de la insulina y su gen han sido altamente conservadas durante la
evolucion, reflejando su determinante importancia en la regulacion del metabolismo. En
humanos, el gen que codifica para la preproinsulina, el precursosr primario de la

insulina, est4 localizado en el brazo corto del cromosoma 11p15.5.%
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Posee tres exones: el primero codifica el péptido sefial y el extremo N-terminal
de la preproinsulina, el segundo la cadena B y parte del péptido C, y el tercero el resto

del péptido C y la cadena A.
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Fig.15. Representacion de los exones que codifican a la insulina.®

Metabolismo de la Insulina.

El precursor de la insulina, la preproinsulina (PM=11 500Da), se sintetiza en los
ribosomas e ingresa al reticulo endoplasmico rugoso de la célula f y en éste es

rapidamente dividido por enzimas microsémicas para formar la proinsulina (9 000Da).

La proinsulina, que consta de las cadenas A y B unidas por un péptido C de 31
aminoacidos, se transporta al aparato de Golgi y en éste se deposita en vesiculas
secretoras. Durante su estancia en las vesiculas secretoras, la proinsulina se divide en
dos sitios para formar la insulina (PM=5 808Da) y el fragmento bioldégicamente inactivo
correspondiente al péptido C, dicha conversion implica la acciéon secuencial de
proteasas especificas la PC1 (también conocida como PC3) y la PC2, que se encuentran
presentes en los granulos de almacenaje. Estas endopeptidasas rompen la molécula por
lugares especificos: la PC1 es responsable de la ruptura entre Arg31 y Arg32 (Bailyes y
col., 1992; Neerman-Arbez y col., 1993) y la PC2 entre Lys64 y Arg65 (Bennet y col.,

1992) provocando la separacién del péptido de conexion. >




Fig.16. Representacion de la insulina humana.**

La insulina es liberada de la células B por diversos estimulos (Fig.17), de los

cuales el mas importante, desde el punto de vista fisioldgico, es la glucosa y es

transportada en el plasma con las globulinas a y . Y su secrecion es inhibida por las

catecolaminas y la somatostatina.
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También es posible inducir la secrecién de la insulina inducida por la glucosa

mediante varias hormonas entéricas como el péptido 1 glucagonoide (GLP1[7-36]).

Fig.18. Mecanismo de accion de la insulina sobre las

Acciones Metabolicas de la Insulina. células blanco y sus principales acciones biologicas.*’

La funcion bioquimica principal de la insulina consiste en regular la

transferencia de glucosa del plasma al interior del citoplasma de las células.**

La insulina ejerce su efecto al unirse a los receptores de insulina presentes en la
superficie de las células blanco. Los receptores de insulina estdn presentes en el higado,

el musculo y grasa, aunque se han demostrado receptores en otras células.

La insulina circula libremente por el plasma, en el que tiene una vida media
corta, que no alcanza los 15 minutos. La degradacién ocurre en la mayoria de los

tejidos, pero especialmente en el higado, rifidn y testiculos.”**’

Después de una comida abundante, las concentraciones elevadas de insulina en
la sangre inducen a los tejidos a captar y almacenar glucosa. Se estimula la glucogénesis

en el higado y en el musculo esquelético y la lipogénesis en el tejido adiposo.?*

En ayuno, las concentraciones bajas de insulina producen como resultado la
movilizacion de reservas del cuerpo para satisfacer las necesidades de energia del
organismo. La glucogenolisis y la protedlisis en higado y musculo esquelético
proporcionan glucosa; la lip6lisis en el tejido adiposo produce acidos grasos libres, que
penetran en la circulaciéon y se metabolizan a cuerpos cetonicos en el higado. Las
células del cuerpo, con excepcion de las encefalicas, utilizan acidos grasos y cuerpos

cetonicos para obtener energia, en estados de secrecion baja de insulina.**

Los procedimientos para medir la insulina plasmatica se basan en métodos
biologicos que suelen denominarse ILA (insulin like activity) y por métodos de
radioinmunoanalisis que se conocen como IRI (inmunoreactive insulin). Los valores

normales de insulina plasmatica en condiciones basales suelen oscilar entre 10 y 25



microunidades/mL. Su elevacion de la ingesta sigue a la de la glucemia, y suele alcanzar

alrededor de los 150 microunidades/mL, a los 60 minutos postingesta.

42,47

Actividad Fisioldgica.

La actividad fisioldgica de la insulina se manifiesta sobre el metabolismo de los

carbohidratos, de las grasas y las proteinas. Aunque su efecto mas llamativo sea su

capacidad de reducir la concentracion de glucosa del plasma, el resto de sus acciones no

son menos importantes.

24,4247

Carbohidratos.

La insulina favorece el paso de glucosa a través de la membrana celular de las
células musculares y adiposas. Aumenta la formaciéon de glucogeno en la célula
hepatica. Funciona como activador de los sistemas enzimaticos que intervienen en la
glucolisis y en la via de las pentosas-fosfatos. Disminuye la glucemia, aumentando
la utilizacion de glucosa en el musculo y tejido adiposo y disminuyendo la

formacion hepatica de la misma.

Grasas.

Ejerce un efecto favorecedor de la lipogénesis sobre el adipocito; la entrada de
glucosa en esta célula favorece la sintesis de triglicéridos a través de un mayor
aporte de glicerol y acetil-CoA. También ejerce un efecto antilipolitico, mediado por
el sistema adenilciclasa-AMPc, a través del cual se produce una disminucion de
acidos grasos libres liberados en el tejido adiposo. A nivel de higado, frena la
cetogénesis y tiende a disminuir los niveles de triglicéridos circulantes por

activacion de la enzima lipoproteinlipasa.

Proteinas.

La insulina ejerce un efecto anabolico sobre el metabolismo proteico. De un lado
activando la entrada de glucosa en la célula muscular, y por otro, favoreciendo el
transporte de aminodacidos al interior de la célula, y, ademas, estimulando la sintesis
proteica y la de ADN. El freno de la neoglucogénesis ahorra aminoacidos que son

utilizados en la formacion de proteinas.




Fig.19. Efectos de la deficiencia de la insulina.*’



CAPITULO 3.

Diabetes Mellitus.

La diabetes es una enfermedad cronico-degenerativa, con grados variables de
predisposicion hereditaria, deficiencia relativa o absoluta de insulina y con participacion
de diversos factores personales y ambientales que afectan al metabolismo intermedio de
los carbohidratos, proteinas y grasas que se asocian fisiopatologicamente con una
deficiencia en la cantidad, cronologia de secrecion y/o en la accion de la insulina. Estos
defectos traen como consecuencia una elevacion anormal de la glucemia después de
cargas estandar de glucosa e incluso en ayunas conforme existe mayor

., ., e 9.12,14,32,39.40
descompensacion de la secrecion de insulina.” = 74>

Con fines de diagnostico y tratamiento la diabetes se clasifica en:

o Diabetes tipo 2 en la cual hay capacidad residual de secrecion de insulina, pero
estos niveles no superan la resistencia a la insulina concomitante y aparece la
hiperglucemia.

o Diabetes tipo 1 caracterizada por la destruccion de células B con deficiencia

absoluta de insulina, que a su vez se clasifica en: a) inmunitaria y b) idiopatica.

La diabetes mellitus es una enfermedad familiar, mucho mas frecuente en
individuos homocigotos que en heterocigotos; aunque se ha sugerido que se hereda en

forma autosémica recesiva.>>

Un comité internacional de expertos en el campo, el taller de los National
Institutes of Health reunidos en 1979, recomendod el empleo de los términos “diabetes
tipo 1 y tipo 2” que es una clasificacion terapéutica y con el uso de nimeros arabigos en
vez de nimeros romanos, ya que el II en romano puede confundirse con el 11 y el

término fue aprobado por la ADA.*

La diabetes tipo 1 se debe a la destruccion de las células B de los islotes
pancreaticos predominantemente por un proceso autoinmunitario y estos pacientes se

encuentran propensos a la cetoacidosis.


http://www.neevia.com

La diabetes tipo 2 es la variable mas prevalente y se genera por la resistencia a la
insulina, sobre todo la producida por la obesidad visceral, con un defecto en la secrecion

e 9,12,14,32
compensadora de insulina.”'*!'*%%

Causas.

e Diabetes Tipo 1:

La diabetes se manifiesta cuando el cuerpo no produce la cantidad suficiente de
insulina para que los valores sanguineos de glucosa se mantengan normales, o cuando
las células no responden adecuadamente a la insulina. En la denominada diabetes
mellitus tipo 1 (diabetes insulinodependiente), la produccion de insulina es escasa o

nula.

A pesar de tratarse de una enfermedad con una alta prevalencia, s6lo el 10 por
ciento de todos los diabéticos tiene la enfermedad tipo 1. La mayoria de los pacientes

que padecen de diabetes tipo 1 desarrollan la enfermedad antes de los 30 afios.'*"

Los cientificos creen que un factor ambiental (posiblemente una infeccion virica
o un factor nutricional en la infancia o en la adolescencia) provoca la destruccion por el
sistema inmunitario de las células que producen la insulina en el pancreas. Es mas
probable que sea necesaria una predisposicion genética para que esto ocurra. Sea como
fuere, en la diabetes tipo 1, mas del 90 por ciento de las células que producen la insulina
en el pancreas (células ) son destruidas. La deficiencia insulinica consiguiente es grave
y, para sobrevivir, una persona con esta afeccion debe inyectarse insulina con

regularidad. 12

e Diabetes Tipo 2:

En la diabetes mellitus tipo 2 (diabetes no insulinodependiente), el pancreas

continiia produciendo insulina, incluso a valores mas elevados que los normales. Sin



embargo, el organismo desarrolla una resistencia a sus efectos y el resultado es un
relativo déficit insulinico. La diabetes tipo 2 aparece en los nifios y en los adolescentes,
pero por lo general comienza después de los 30 afios y es mas frecuente a partir de esa
edad. Alrededor del 15 por ciento de los pacientes mayores de 70 afos padecen diabetes
tipo 2. La obesidad es un factor de riesgo para la diabetes tipo 2, ya que los obesos se
cuentan entre el 80 y el 90 por ciento de las personas que sufren esta enfermedad, segin
estudios realizados por la Universidad de Pensilvania, es debido a una hormona
sintetizada por los adipositos conocida con el nombre de “resistina”; los efectos de esta
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hormona sobre el metabolismo de la glucosa son antagonistas con los de la insulina.

Asimismo, ciertas etnias raciales y grupos culturales corren un mayor riesgo (las

etnias negras e hispanas tienen el doble o el triple de riesgo de desarrollar este

trastorno), siendo frecuentes los antecedentes familiares.'>"

Otras causas menos comunes de la cosTo bE DIETA
MEDICAMENTOS ALCOHOLISMO
diabetes son valores anormalmente altos de DESNUTRICIGN HIPERLIPIDEMIA
. . . V 3 HIPERTENSION
corticosteroides, el embarazo (diabetes AR R T eAaD
SEDENTARISMO
gestacional), los farmacos y sustancias sasowos  DIABETES
INSTITUCIONAL STRESS
toxicas que interfieren con la produccion o NGESTA DE
ALIMENTOS DE BAJA
. . PUBLICIDAD PARA CALIDAZHUTRITIVA
los efectos de la insulina, aumentando los ALIMENTOS CHATARRA EET

TABAQUISMO
valores de azucar en sangre y muchas
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otras. Fig.20. Algunas causas de la diabetes.”*

Sintomas de la diabetes.

Los alimentos digeridos en el estobmago y el intestino son transformados a
glucosa, aminoacidos y lipidos. Una vez que la glucosa pasa a la sangre, se convierte en

la fuente principal de energia de la mayoria de las células del organismo.



Para que pueda ser introducida y utilizada eficazmente por las células, la glucosa

necesita la ayuda de la insulina, producida por las células B del pancreas.

Cuando existe una deficiencia de insulina, la glucosa es incapaz de entrar en las
células del organismo y permanece en la sangre, elevando su nivel por encima de los
limites normales. Al mismo tiempo, las células, en las que no ha entrado la glucosa,

. (0 9,12,14,32
sufren la falta de su principal fuente de energia.”'>'*"

Los primeros sintomas de la diabetes se relacionan con los efectos directos de la
alta concentracion de azlicar en sangre. Cuando este valor aumenta por encima de los
160 a 180 mg/dL, la glucosa pasa a la orina. Cuando el valor es atin mas alto, los
rifones secretan una cantidad adicional de agua para diluir las grandes cantidades de
glucosa perdida. Dado que producen orina excesiva, se eliminan grandes volumenes de
orina (poliuria) y, en consecuencia, aparece una sensacion anormal de sed (polidipsia).
Asimismo, debido a que se pierden demasiadas calorias en la orina, se produce una
pérdida de peso y, a modo de compensacion, la persona siente a menudo un hambre

exagerada (polifagia).g’m’40

Otros sintomas comprenden vision borrosa, somnolencia, nduseas y una
disminucioén de la resistencia durante el ejercicio fisico. Por otra parte, si la diabetes esta
mal controlada, los pacientes son mas vulnerables a las infecciones. A causa de la
gravedad del déficit insulinico, es frecuente que en los casos de diabetes tipo 1 se pierda

peso antes del tratamiento. En cambio, no sucede lo mismo en la diabetes tipo 2.

En los diabéticos tipo 1 los sintomas se inician de forma subita y pueden
evolucionar rapidamente a una afeccion llamada cetoacidosis diabética. A pesar de los
elevados valores de azucar en la sangre, la mayoria de las células no pueden utilizar el
azucar sin la insulina y, por tanto, recurren a otras fuentes de energia. Las células grasas
comienzan a descomponerse y producen cuerpos cetonicos, unos compuestos quimicos
toxicos que pueden producir acidez de la sangre (cetoacidosis). Los sintomas iniciales
de la cetoacidosis diabética son: sed y miccion excesivas, pérdida de peso, nduseas,
vomitos, agotamiento y, sobre todo en nifos, dolor abdominal. La respiracion se vuelve

profunda y rapida debido a que el organismo intenta corregir la acidez de la sangre. El



aliento de la persona huele a acetona. Si no se aplica ningln tratamiento, la cetoacidosis
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diabética puede progresar y llevar a un coma, a veces en pocas horas.**

Los pacientes que sufren de diabetes tipo 1 pueden mostrar los sintomas de la
cetoacidosis, incluso después de iniciado el tratamiento con insulina, si se olvidan de

una inyeccion o si sufren una infeccion, un accidente o una enfermedad grave.

La diabetes tipo 2 puede no causar ningun sintoma durante afios o décadas.
Cuando la deficiencia insulinica progresa, los sintomas empiezan a manifestarse. Al
principio, el aumento de la miccidén y de la sed son moderados, aunque empeoran
gradualmente con el transcurso del tiempo. Si la concentracion de glucosa en sangre es
muy elevada (superior a 1000 mg/dL), en general por el estrés provocado por una
infeccion o un farmaco, se produce deshidratacion grave, confusion mental,
somnolencia, convulsiones y una afeccion denominada coma hiperglucémico

. L 8,40
hiperosmolar no cetosico.™

Complicaciones.

A medida que el trastorno se desarrolla, las concentraciones elevadas de glucosa
en la sangre lesionan los vasos sanguineos, los nervios y otras estructuras internas.
Sustancias complejas derivadas del azlicar se acumulan en las paredes de los pequefios
vasos sanguineos, provocando su engrosamiento y ruptura. Este aumento de grosor es la
causa de que los vasos sanguineos aporten cada vez menos sangre, sobre todo a la piel y
a los nervios. Los valores de azicar poco controlados tienden también a aumentar las
concentraciones de sustancias grasas en sangre, y, en consecuencia, se produce una
arteriosclerosis acelerada (formaciéon de placas en los vasos sanguineos). La
arteriosclerosis es de dos a seis veces mas frecuente en los diabéticos que en los no
diabéticos y se produce tanto en los varones como en las mujeres. La disminucion de la
circulacion sanguinea, tanto por los vasos grandes como por los pequefios, puede
provocar alteraciones fisioldgicas en el corazon, el cerebro, las piernas, los ojos, los
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rifiones, los nervios y la piel, demorando, ademas, la curacion de las lesiones.™

Cuadrol. Complicaciones de la diabetes a largo plazo.*’



Complicaciones de la diabetes a largo plazo

Tejido u

drgano Qué sucede Complicaciones

afectado

Wasos Se farman placas aterosclerdticas La escasa circulacidén causa heridas

sanguineos vw obstruyen las arterias grandes que zanan con dificultad w puede producir
o medianas del carazén, cerebro, piernas insuficiencia cardiaca, ictus, gangrena
wpene. Las paredes de los pequefios en los pies v las manos, impotencia
wasas sanguineos se dafian en modao tal e infecciones.
que
lo= wasos no permiten el paso normal
de oxigenao a los tejides v adem s pueden
romperse y perdersangre.

Ojos Los pequefios wasos sanguineos “isidn disminuida ¥ finalmente, ceguera.
de la retina =e dafian.

Rifidn Los wasos s anguineos del rifidn Funcionamiento renal deficiente; insuficiencia
=e engrosan, las proteinas =e pierden por renal.
la arina, la =angre no =& filtra normalmente.

MNernrios Los nervios se dafian parque la glucos a Debilidad repentina o gradual de una pierna;
no es metabolizada normalmente w porque zensibilidad reducida, hormigueo w dolar en
el suministro de sangre ez inadecuado. las manosy en los pies, dafie crénica a los

nensios.

Sistema rafia en los nemios que contralan la Oscilaciones en la presidn arterial,

nenioso presién arterial w los procesos digestivos. dificultades en la deglucidn v alteraciones

autéinoma

delfuncionamisnto gastrointestinal,
con epizodios de diarrea.

Fiel hdala circulacidn de lasangre a la piel Llagas, infecciones profundas (dlceras
w pérdida de lasensibilidad como resultada diabéticas); curacidn muy dificil.
de lesiones repetidas.
Sangre Se deteriora el funcionamisnto #Auments de la propensidn a las infecciones,

de los glébuloes blancaos,

especidlmente del tracto urinario w de la piel.

ndrome del

conjuntivo haciendo que los tejidos =e engrosen de Dupuytren.

o contraigan.

Por todas estas razones, la diabetes implica la aparicion de muchas
complicaciones graves durante un tiempo prolongado. Los ataques al corazén y los
accidentes vasculares cerebrales son muy frecuentes. Los dafios a los vasos sanguineos
del ojo pueden provocar la pérdida de la vision (retinopatia diabética). La funcidon que
cumplen los rifiones se altera y da como resultado una insuficiencia renal que requiere

dialisis.

Las lesiones nerviosas se manifiestan de varias maneras. Si un solo nervio
funciona mal (mononeuropatia), aparece una debilidad caracteristica en un brazo o una
pierna. Si se dafan los nervios de las manos, las piernas y los pies (polineuropatia
diabética), puede aparecer una sensacion andémala en forma de hormigueo o dolor
ardiente, y debilidad en los brazos y las piernas. Los dafios a los nervios de la piel
predisponen a las lesiones repetidas, porque la persona pierde la sensibilidad para
percibir los cambios de presion o temperatura. Un aporte escaso de sangre a la piel
también provoca ulceras e influye en que todas las heridas sanen muy lentamente. Las
ulceras del pie pueden volverse tan profundas e infectadas y resultar tan dificil su
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curacion, que puede incluso ser necesaria la amputacion de una parte de la pierna.



Hay indicios recientes que demuestran que las complicaciones de la diabetes
pueden evitarse, demorar o retrasar, mediante el control de los valores de azicar en la
sangre. Existen también otros factores desconocidos, incluyendo los genéticos, que

. .. 4
determinan el curso de los acontecimientos.”*°

Diagndstico de la diabetes.

Los criterios para el diagndstico de la diabetes mellitus han sido recientemente
revisados por un grupo de expertos nombrados por la Asociacion Americana de
Diabetes (ADA) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).!#24!43

Existen tres criterios distintos para diagnosticar la diabetes:

1. La presencia de sintomas clasicos (polidipsia, polifagia, poliuria y pérdida de
peso), con el hallazgo casual, sin considerar el tiempo pasado desde la ultima
comida, de un nivel de glucosa en sangre (glucemia) por encima de 200 mg/dL
(11.1 mmol/L).

2. Una glucosa en ayunas superior a 126 mg/dL (7 mmol/L).

3. La presencia de unos niveles de glucosa por encima de 200 mg/dL (11.1
mmol/L) en un andlisis de dos horas posterior a una sobrecarga oral de glucosa

de 75 gramos (prueba realizada segun los criterios de la OMS).

El hallazgo aislado de cualquiera de estos criterios no es suficiente para establecer el
diagnéstico. Debe confirmarse en dias posteriores con el mismo, o alguno de los dos

restantes.

Diabetes Mellitus Tipo 1.

Esta forma de diabetes es de mediacion inmunitaria en mas de 90% de los casos,
e idiopatica en menos de 10%. Este tipo de diabetes se relaciona generalmente con
cetosis en los casos sin tratamiento. Se presenta con mayor frecuencia en personas
jovenes, con la frecuencia mas alta en el grupo de edad de 10 a 14 afos, aunque en
ocasiones, se presenta en adultos, en especial no obesos, y en las personas que tienen
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edad avanzada cuando aparece por primera vez la hiperglucemia.™ =™

Consiste en un trastorno catabolico en el cual no hay practicamente insulina

circulante, aumenta el glucagon plasmatico y las células [ pancreaticas fallan en la



respuesta a todos los estimulos insulindgenos. Por tanto, se requiere de insulina exdgena
para revertir el estado catabdlico, prevenir la cetosis, disminuir la hiperglucagonemia y

reducir la glucosa sanguinea.

La mayor frecuencia de diabetes tipo 1 mediada inmunitariamente, se encuentra
en los paises escandinavos, y el norte de Europa (Finlandia, Suecia, Noruega, Reino
Unido, Francia), y la frecuencia mas baja de diabetes tipo 1 se encuentra en China y

algunas partes de América del Sur.**

Ciertos antigenos del sistema HLA se asocian fuertemente con el desarrollo de la
diabetes tipo 1. Alrededor de 95% de los pacientes tipo 1 poseen HLA-DR3 o HLA-
DR4. Los genes HLA-DQ son incluso marcadores mas especificos de la susceptibilidad
al tipo 1. Adicionalmente se han detectado anticuerpos circulantes contra la célula de los
islotes en hasta 85% de los pacientes analizados en las primeras semanas de su diabetes.
Debido a estas caracteristicas inmunitarias, se considera que la diabetes tipo 1 es el
resultado de una agresion ambiental infecciosa o toxica a las células  pancreaticas en
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personas con predisposicion genética.

Clasificacion de la Diabetes Tipo 1:

o Diabetes Mellitus Tipo 1 Mediada Inmunitariamente.

Entre los factores extrinsecos que afectan a la funcion de la célula B se incluyen
lesion producida por virus, como los virus de la parotiditis o coxsackie B4, por agentes
quimicos toxicos o por citotoxinas destructivas y anticuerpos liberados por los
inmunocitos sensibilizados. Un defecto genético subyacente en el cromosoma 6
relacionado con la replicacion o funcion de la célula B puede predisponer a la aparicion
de una insuficiencia de dicha célula. Se cree que los genes HLA especificos de la
respuesta inmunitaria predisponen a los pacientes a la respuesta autoinmunitaria

destructora contra sus propias células de los islotes (autoagresion).”*2!4%

o Diabetes Mellitus Tipo 1 Idiopdtica.



Menos del 10% de los sujetos diabéticos no muestran evidencia de
autoinmunidad contra las células [ pancreaticas como explicacion a su insulinopenia y
cetoacidosis. Este subgrupo se clasifica como “diabetes tipo 1 idiopatica” y se designa
como “tipo 1B”. Aun cuando sé6lo una minoria de los pacientes con diabetes tipo 1 cae
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en este grupo, la mayoria son de origen asiatico o africano.®*"

Diabetes Mellitus Tipo 2.

Este tipo constituye un grupo heterogéneo que incluye a las variantes leves de la
diabetes que se presentan de manera predominante en los adultos y en ocasiones en los
jovenes. La insulina endogena circulante es suficiente para evitar la cetoacidosis, pero
inadecuada para evitar la hiperglucemia frente al incremento de las necesidades debido
a la insensibilidad tisular®. La diabetes tipo 2 se define en términos basicamente
negativos, es decir: es una forma no cetdsica de diabetes que no estd vinculada a los
marcadores HLA en el sexto cromosoma; no produce anticuerpos contra las células de
los islotes, y no depende de tratamiento insulinico exdgeno para mantener la vida del

paciente, por lo que se denomina “diabetes mellitus no dependiente de la insulina”.
7.8,21,24,45

En la mayoria de los pacientes con este tipo de diabetes, cualquiera que sea su
peso corporal, ya que se divide en dos subgrupos de acuerdo a la presencia o ausencia
de obesidad, se ha observado insensibilidad de los tejidos a la insulina, y se ha atribuido
a diversos factores interrelacionados. Estos incluyen un presunto (y hasta el momento
indefinido) factor genético, el cual se agrava con el tiempo por reforzadores de la
resistencia a la insulina como el envejecimiento, una vida sedentaria, y la obesidad
abdominal-visceral. Adicionalmente, hay una deficiencia concomitante en la respuesta
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de las células P pancreaticas a la glucosa.”™

La mayor parte de los datos epidemioldgicos indican fuertes influencias
genéticas, ya que en los gemelos homocigotos mayores de 40 afios de edad se produce

concordancia en mas de un 70%.%*



Hasta el momento los intentos por identificar un marcador genético para la
diabetes tipo 2 no han tenido éxito, aunque se ha reportado un enlace con un gen en el
cromosoma 2 que codifica una proteasa de cisteina llamada calpaina 10 que ha sido

., . . 24
encontrada en una poblacién mexicano-estadounidense.

Ademas, la demostracion de que el gen de la insulina humana se encuentra en el
cromosoma 11 hace pensar en que dicho cromosoma contiene los factores que
determinan la sintesis apropiada de insulina y podria afectar a su almacenamiento y

liberacion.

Otros Tipos Especificos de Diabetes Mellitus.

e Diabetes juvenil de inicio en la madurez (del inglés, maturity-onset diabetes of
young [MODY]): este subgrupo consiste en un trastorno monogenético
relativamente raro, caracterizado por una diabetes no dependiente de insulina, con
herencia autosdémica dominante y una edad al momento del inicio de 25 afios o
menor. Los pacientes no son obesos y en ellos la hiperglucemia se debe a un
deterioro en la secrecion de la insulina inducida por la glucosa. Se han descrito 5
tipos de MODY (MODY 1, 2, 3, 4 y 5) con defectos de gen simple localizados en
los cromosomas 20, 7, 12, 13 y 17, respectivamente.

e Diabetes debida a insulinas mutantes.

e Diabetes debida a receptores mutantes de la insulina.

e Diabetes mellitus asociada con una mutacion del DNA mitocondrial.

Cuadro2. Clasificacion de diabetes mellitus segin la ADA y la OMS.''*%

I. Diabeles tipo 17 [destruceidn de la célula B, por lo general E. Inducida por farmaces o sustancias quimicas
da origen a la deficiencia absoluta de insulina) 1. Vacor
A Mediada inmunitariamernte 2. Pertamidina
B. ldiapdtica 3. Acido nicotinico
It. Diabetes tipe 22 (puede variar desde predominio de rests- 4. Glucocarticoides
tencia & la insulina con insuficiencia relativa a 1a insulina 5. Hormona tiroidea
hasta un defecto predominantemenie secretor conn 8. Diazoxido
resistencia a la insuling) 7. Agonistas [ adrenédrgicos

11, Otros tipos especiticos 8. Tiacidas






CAPITULO 4.

Tratamiento para la Diabetes Mellitus.

La diabetes mellitus es una enfermedad cronica que requiere cuidados médicos y
educacion constante para evitar enfermedades agudas y reducir el peligro de
complicaciones a largo plazo. La terapéutica dirigida hacia estas metas no debe

restringir demasiado la calidad de vida del paciente.'''*>

No se sabe aun si el tratamiento de la hiperglucemia asintomatica reduce la
morbilidad y mortalidad, y hay un riesgo importante de hipoglucemia en los enfermos
de edad avanzada a quienes se administran agentes hipoglucémicos bucales o
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terapéutica de insulina. ™~

Los resultados del estudio de control y complicaciones de diabetes indican que
el objetivo terapéutico consiste en restaurar hacia la normalidad desarreglos metabodlicos
conocidos con el propodsito de evitar y demorar la progresion de las complicaciones
diabéticas. Este objetivo debe mantenerse cuando se hace todo esfuerzo posible para

. . o 13,192
evitar una hipoglucemia intensa.'*'*°

Clasicamente se han considerado tres pilares fundamentales en el tratamiento de
la diabetes mellitus: I) tratamiento no farmacoldgico: dieta, ejercicio; II) tratamiento

farmacoldgico: hipoglucemiantes, insulina; III) otros tipos de terapia.

I. Tratamiento No Farmacolégico:

a) Dieta.

La dieta nutritiva, bien balanceada es aun el elemento fundamental del
tratamiento. Sin embargo, en mas de la mitad de los casos los diabéticos no la siguen.
Al prescribir una dieta, es importante relacionar los objetivos dietéticos con el tipo de
diabetes y el peso del paciente. Las siguientes recomendaciones han sido revisadas por
la ADA."

a) Carbohidratos: Es necesario recordar que la cantidad minima de carbohidratos

por dia, necesaria para evitar la cetosis, es de 100g, y que la dosis habitual en los


http://www.neevia.com

diabéticos debe oscilar entre los 150 y 300g al dia, es preferible el consumo de
polisacaridos y carbohidratos que contengan 20 a 35¢g de fibra dietética.

Lo ideal, es conservar o aproximarse al peso tedrico, aumentando o
disminuyendo las calorias segin la tendencia del peso del paciente.

b) Proteinas: Las cantidades diarias recomendadas (CDR) son de 0.8g/kg
corporal/dia.

c) Lipidos: Menos del 10% de las calorias deben proceder de grasas no saturadas.
El consumo de colesterol debe reducirse hasta 200-300mg al dia.

d) Fibra Dietética: La ADA recomienda alimentos del tipo de la avena, cereales y
frijoles.

e) Sal: Se debera limitar su ingesta a 3mg/dia en sujetos con hipertension y 6g/dia
en sujetos normotensos.

f) Edulcorantes artificiales: El aspartame (Natural Sweet) es popular para pacientes
diabéticos esta constituido por dos aminoacidos (acido aspartico y fenilalanina)
que se combinan para producir un edulcorante que es 180 veces mas dulce que la
sacarina.

g) Bebidas alcoholicas: El consumo de alcohol por personas diabéticas, puede
causar hipoglucemia; asimismo, puede afectar la capacidad de recuperacion de

la hipoglucemia al inhibir la gluconeogénesis hepatica.

b) Ejercicio Fisico:

Al igual que ocurre con la dieta, el ejercicio fisico adecuado constituye un
aspecto fundamental del tratamiento de la diabetes mellitus. Entre las ventajas
asociadas a su practica regular cabe destacar, que: ayuda a conseguir un mejor
control metabdlico disminuyendo las concentraciones de glucosa; aumenta la
sensibilidad a la insulina; permite reducir el peso; reduce los factores de riesgo
cardiovascular al mejorar el perfil lipidico y la presion arterial; aumenta la fuerza y
flexibilidad y mejora la sensacion de bienestar y la calidad de vida del sujeto; es
importante que el paciente al realizar ejercicio siempre esté bien hidratado ya que la
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deshidratacion se asocia con los niveles de glucosa y la funcion cardiaca. ™

II. Tratamiento Farmacologico:



En aquellos pacientes que tras un periodo de tres meses de tratamiento dietético,
de practica de ejercicio fisico y educacion sobre su enfermedad no se observa una
mejoria razonable en su glucemia, de acuerdo con los objetivos individuales

establecidos, debera incorporarse el uso de farmacos, a su plan de tratamiento.

Los farmacos deben ser utilizados como medio para aumentar los efectos de la

dieta y del ejercicio fisico, y no como medio para reemplazarlos.

El tratamiento con antidiabéticos orales s6lo se muestra eficaz mientras que las
células B pancreaticas mantienen cierta capacidad secretoria de insulina; como
consecuencia de esta disminucion en la capacidad de secretar insulina, que forma
parte de la progresion natural de la enfermedad, puede ocurrir, que con el
tratamiento farmacologico con el que se ha conseguido un excelente control de la
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glucemia, con el tiempo puede ser inadecuado.”™

¢) Hipoglucemiantes orales.

Los hipoglucemiantes orales son un conjunto heterogéneo de farmacos que se
caracterizan por producir una disminucion de los niveles de glucemia luego de su
administracion por via oral, cumpliendo con este propdsito a través de mecanismos
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pancreaticos y/o extrapancrea‘ucos.5 283

Grupos Farmacolégicos.

Los hipoglucemiantes orales abarcan cuatro familias de farmacos bien definidos:

1) Sulfonilureas.
2) Biguanidas.
3) Inhibidores de las o — glucosidasas.

4) Tiazolidinedionas.



1) Sulfonilureas:

Esta familia de fArmacos puede ser subdividida de acuerdo a su vida media (t)%)

en tres grupos los cuales se representan en el cuadro 3.
Cuadro3. Clasificacién de las sulfonilureas.”'

De duracion corta

§ Glibenclamida (farmaco prototipo)
§ Tolbutamida
§ Glipizida
§ Gliquidona
§ Gliciclamida
De duracion intermedia

§ Glicazida (farmaco prototipo)
§ Acetohexamida
§ Glibormurida

De duracion prolongada

§ Cloropropamida

El mecanismo de accion de estos farmacos comprende efectos pancreaticos y

extrapancreaticos.”'

Los primeros incluyen un aumento de la estimulacion a las células B del
pancreas para la liberacion de insulina, este efecto se produce por un bloqueo de la
bomba K-ATPasa lo que se traduce en una despolarizacion prolongada de la membrana
celular, con el consiguiente ingreso del calcio extracelular provocando la liberacion de
la insulina de los granulos secretorios hacia el torrente sanguineo®. Al comienzo del
tratamiento los niveles de insulina en sangre se elevan y la glucemia desciende, en tanto
que con la administracion cronica de sulfonilureas, los valores de insulina disminuyen
hasta cifras pre-tratamiento, y se conservan valores reducidos de glucosa en plasma, el
mecanismo intimo de este proceso se desconoce en la actualidad, pero se supone que se
debe a un aumento de la sensibilidad de los tejidos diana a la accion de la insulina,
debido a la normalizacion de la glucemia y al predominio de los efectos
extrapancreeiticos.13’26
Los efectos extrapancreaticos comprenden fundamentalmente un aumento de los

receptores de insulina en monocitos, eritrocitos y adipocitos (Olefsky y Reaven, 1976);



aumentan el efecto de la insulina y el nimero de transportadores para dicha hormona
(Jacobs y col., 1989); producen inhibicion de la gluconeogénesis hepatica (Blumenthal,

1977) y aumento del consumo de glucosa a nivel periférico.31

La via de administracion es la oral. La absorcion de todas, excepto glimepirida
se altera con la presencia de alimentos en el tubo digestivo por lo cual se recomienda,
para las de accion corta, la administracion del farmaco 30 minutos antes de las
comidas®’. Las sulfonilureas circulan unidas en forma variable (70-99%) a proteinas
plasmaticas, principalmente la albamina®’. El metabolismo es fundamentalmente
hepatico, excepto la cloropropamida que se metaboliza escasamente (menos del 1%); la

excrecion es fundamentalmente renal, excepto la gliquidona que se elimina por via

biliar.’!
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Cuadro4. Principales parametros farmacocinéticos de las sulfonilureas’

Concentracion Max | t % (hr) % union a prot.

(hr) plasm.
Glibenclamida 1-2 15-3 99
Glipizida 15 1-5 98
Tolbutamida 3-4 3.2 96
Glicazida 2-8 6-15 90
Glibornurida 2-4 5-12 95
Gliquidona 2-3 10-20 99
Acetohexamida 1-5 2-8 75
Cloropropamida 2-8 30-48 70

Los efectos adversos de estos farmacos son poco frecuentes (menos del 4%)27.
De todos ellos el mas severo es la hipoglucemia (mortalidad 10%), que se presenta mas
frecuentemente en los ancianos, pacientes con insuficiencia renal o hepatica o en
aquellos tratados con cloropropamida. Este efecto también puede ser desencadenado por

falta de ingesta, sobredosis, historia de insuficiencia renal o ejercicios intensos.

Las sulfonilureas pueden producir ademas trastornos gastrointestinales (nauseas,
vomitos, diarreas), reacciones hematoldgicas (agranulocitosis, anemia aplastica, aplasia
medular, anemia hemolitica y puarpura trombocitopénica), trastornos hepaticos,
reacciones disulfiramicas (mas frecuentemente con cloropropamida), efectos
teratogénicos (por atravesar facilmente la barrera placentaria), por ultimo, producen

hiponatremia al potenciar los efectos de la hormona antidiurética.'**°



El estudio multicéntrico UGDP (University Group Diabetes Program) sugirid
que el tratamiento con sulfonilureas se relacionaba con un aumento de la morbi-
mortalidad cardiovascular por infarto agudo de miocardio®, pero actualmente el estudio
UKPDS (United Kingdom Prospective Diabetes Study Group) no ha demostrado que el
tratamiento con cloropropamida y glibenclamida aumenten la morbi-mortalidad

. 1
cardiovascular.’

La principal indicacion de la sulfonilureas la constituyen los pacientes diabéticos
no insulino-dependiente (DMNID) que no respondan al tratamiento dietético. Las
contraindicaciones son diabetes insulino-dependiente, acidosis y/o coma diabético,
infecciones graves, cirugia mayor, adelgazamiento, diabetes secundaria a
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pancreatectomia, embarazo, lactancia, insuficiencia renal, insuficiencia hepatica >~

2) Biguanidas

Dentro de esta familia de farmacos, se encuentra los agentes fenformina,
buformina (ambas retiradas del mercado farmacéutico por sus graves efectos adversos)
y metformina. El mecanismo de acciéon fundamental es la inhibicion de la
gluconeogénesis hepatica y el incremento de la glucolisis anaerdbica, con la
consiguiente elevacion de alanina, glicerol y acido lactico. Otro mecanismo implicado

es la disminucion de la absorcion intestinal de glucosa.’!

Dentro de los efectos adversos los mas frecuentes son de tipo gastrointestinal (20
% de los pacientes), estos incluyen diarreas (30%), nauseas, vomitos, anorexia y sabor
metalico. El efecto adverso de mayor riesgo es la acidosis lactica, que alcanza una

mortalidad de hasta el 50 %, con una incidencia menor al 0.1/1000 pacientes/afio.'*'**®

Las principales interacciones farmacologicas se presentan con la cimetidina y
con el alcohol. En el primer caso se produce una competencia con la excrecion renal,
por lo que aumenta la concentracion de metformina y debe ajustarse la dosis. En el
segundo caso se potencia el efecto hiperlactacidémico por lo cual debe evitarse la
administracion conjunta.

Su principal indicacién la constituyen los pacientes con DMNID y obesidad, que no



responden a la dieta ni al ejercicio fisico. Se las puede utilizar sola o combinada con

. . . 13,19,26.28.
sulfonilureas o insulina.'>!%?%2

Las contraindicaciones son similares a las de las sulfonilureas, pero se agregan
enfermedad cardiovascular grave, ulcera gastro-duodenal, deficiencia de vitamina B12,

. Ca et 1319262
hierro y acido folico.'>*2

3) Inhibidores de las o - glucosidasas:

Dentro de este grupo se encuentran el miglitol y la acarbosa’. El mecanismo de
accion fundamental es la inhibicion reversible y competitiva de las a - glucosidasas en
el borde en cepillo de la mucosa intestinal, produciendo el retraso en la absorcion de los
carbohidratos complejos, con la consiguiente reduccion del pico maximo de glucemia
postprandial.

Su utilizacion es mas eficaz cuando se realiza conjuntamente a una dieta rica en

. 13,1
fibras y reducido en glucosa y sacarosa.'*"”

Los efectos adversos mas frecuentes incluyen malabsorcion, flatulencia,
meteorismo (21-32%), cuando se administra como monofarmaco no se presenta

hipoglucemia. 5:26

Constituyen contraindicaciones para su utilizacion las enfermedades intestinales
cronicas, el embarazo, lactancia, cirrosis hepatica, insuficiencia renal con niveles de

creatinina superiores a 2 mg/dL.

Su principal indicacion la constituyen pacientes con DMNID con valores de
glucemia basales entre 140-180 mg/dL y glucemias postprandiales elevadas (entre 180-
250 mg/dL), o aquellos casos en que exista contraindicacion para el uso de sulfonilureas

o metformina.?®

4) Tiazolidinedionas

Dentro de este grupo se encuentran la troglitazona, la pioglitazona y Ia
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ciglitazona, la primera fue retirada del mercado por sus efectos hepatotoxicos



El mecanismo de accion de estos farmacos se lleva a cabo mediante la union al
subtipo g del receptor nuclear de proliferacion activado por peroxisomas (PPARg),
produciendo de esta manera un aumento en la transcripcion de genes de las enzimas que
normalmente son inducidas por la insulina, esta acciébn se lleva a cabo
fundamentalmente en el tejido muscular y graso, todo esto se traduce en un aumento de
la utilizacion periférica de glucosa.'™'® Otro mecanismo descrito es la inhibicion de la
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gluconeogénesis hepatica.

La via de administracion es oral, circulan unidas a proteinas principalmente
(99%) albtimina plasmatica y se metabolizan por conjugacion en sulfoconjugados, acido
glucurodnico y quinonas. Se excreta fundamentalmente por via biliar, por lo cual no se

altera con la insuficiencia renal."

Se asocia la troglitazona con dafio hepatocelular leve en un 2%, otros efectos
adversos son las molestias gastrointestinales, reduccion ligera de los niveles de

hemoglobina, cardiomegalia sin hipertrofia del ventriculo izquierdo.lg"19

Su principal indicaciéon son los pacientes con DMNID con predominio de
resistencia a la insulina, especialmente cuando existe intolerancia o contraindicacion

18,1
para el uso de metformina.'*-"’

Seguridad de los hipoglucemiantes orales.

El programa UGDP (University Group Diabetes Program) publico que la
mortalidad por afeccion cardiovascular en diabéticos tratados con tolbutamida o
fenformina, que en la actualidad casi no se usa, fue excesiva comparada con los que
recibieron insulina o placebo. Es por eso, que en la actualidad los empaques de
sulfonilureas y metformina incluyen una etiqueta de advertencia respecto del potencial

de muerte de origen cardiaco.'**’

d) Insulina.



Actualmente, la mayoria de los pacientes son tratados con inyecciones
subcutaneas de preparaciones de insulina. La insulina comercial proviene de la extraida
del pancreas de buey o del cerdo y en la actualidad se cuenta con insulina humana
obtenida mediante la biosintesis con DNA o por conversion enzimatica de la insulina
porcina a la de la estructura de la insulina humana. No obstante, no ha sido posible
reproducir los patrones fisiologicos de secrecion de insulina con las inyecciones
subcutaneas de suspensiones de insulina soluble o de accion prolongada. Aun asi, con la
ayuda de modificaciones apropiadas de la dieta y el ejercicio asi como la vigilancia
cuidadosa de las concentraciones de glucosa, se ha podido lograr un control aceptable
de la glucosa sanguinea mediante el uso de mezclas variables de insulina de accidon

. [ 2,14,1832,4
breve y prolongada inyectadas por lo menos dos veces al dia.”™ 832,45

La insulina esta indicada para diabéticos tipo 1 (DMID) y para los no obesos
tipo 2 con insulinopenia cuya hiperglucemia no responde a la dietoterapia sola o
combinada con hipoglucemiantes orales asi como para las personas en las cuales la
enfermedad ha empezado antes de alcanzar la edad adulta, en la mayoria de las personas
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desnutridas y en mujeres embarazadas. ™ 7"

e Tipos de Insulina.

A. Insulinas de accion rapida.
a) Insulina regular o normal, también llamada insulina cristalina zinc (ICZ).
b) Insulina semilenta o insulina zinc amorfa.
B. Insulinas de larga duracion. Son insulinas modificadas fundamentalmente por
protaminas, en buffer de acetato.
a) Insulina protamina zinc (IPZ).
b) Insulina ultralenta.
C. Insulinas de accion intermedia.
a) Insulina lenta.
b) Insulina NPH (Neutral-Protamin-Hagedorm).

¢) Insulina globina.

Control y complicaciones del tratamiento insulinico.



El ensayo realizado por el Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) ha
mostrado que con la terapia intensiva con insulina (tres o mas inyecciones diarias)
puede retrasar el inicio y la progresion de la retinopatia, nefropatia y neuropatia en
pacientes diabéticos (The Diabetes Control and Complications Trial Research Group,
1993). Sin embargo, esta clase de tratamiento no se puede llevar a cabo en todos los
pacientes diabéticos, siendo desaconsejable tanto en nifios como en ancianos. Ademas,
pacientes bajo este tratamiento intensivo con insulina presentan un elevado riesgo de

. . 2842
hipoglucemia.”™

No existe un patrdn fijo para la dosificacion ni pautas de administracion rigidas.
Es necesario un control clinico y analitico hasta alcanzar la dosis de insulina

: . . - 14,1820,42
conveniente y el ritmo de administracion. ™

En cuanto a las complicaciones con el tratamiento con insulina, puede haber
reacciones secundarias como son: lipodistrofia, una reaccion alérgica local, infecciones,
calcificacion cutanea y las mas frecuentes que son la hipoglucemia iatrogénica, la
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alergia insulinica y las resistencias al efecto de la mediacion. ™™

III. Otros tipos de terapia.

1. Bombas de Insulina.
Una alternativa que cada vez es mas utilizada, consiste en la implantacion de
bombas de insulina subcutdneas. Estas bombas liberan de forma continua unos
niveles basales de insulina en una tasa constante. Actualmente, se estan
desarrollando bombas de insulina de “ciclo cerrado” (closed loop) que llevan un
sensor electronico de glucosa que permite autoajustar la dosis constantemente
haciéndolo compatible a cualquier tipo de dieta, ejercicio y estilo de vida que lleve

el paciente.'®

2. Transplantes.
El transplante de pancreas, elimina la necesidad de inyectar insulina al paciente. La
calidad de vida de los pacientes transplantados estd claramente mejorada. Sin
embargo, los transplantes requieren inmunosupresion cronica, y los donantes son

muy limitados. (Remuzzi y col., 1994; Landgraf, 1996). El transplante de islotes



3.

6.

tiene las mismas desventajas y adicionalmente presenta un indice de supervivencia

de s6lo el 20%.12.1®

Incremento de la Captacion de Glucosa.

Se han disefiado diversos modelos animales a fin de estudiar que combinacion de
genes permitiria incrementar la captacion de glucosa por higado, musculo y demaés
tejidos periféricos. Esto podria ser una buena aproximacion para reducir la
hiperglucemia diabética y por tanto, para desarrollar aproximaciones de terapia
génica para la diabetes.'®

Terapia Génica.

Mediante la terapia génica se podria corregir una funcion anormal o la pérdida de la
funcionalidad celular causada por la presencia de un gen mutado a través de la
introduccion del gen normal. Sin embargo a diferencia de otras enfermedades
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genéticas, en la diabetes atin no se localizan todos los genes alterados.

Terapia Celular.

Gran nuimero de aproximaciones se han centrado en manipular genéticamente
c¢lulas para que produzcan insulina de manera regulada fisiologicamente.
Actualmente, diversos grupos estan utilizando dos abordajes, que incluyen por un
lado manipular genéticamente lineas celulares derivadas de insulinomas, y por otro,
manipular células no pancreaticas para que produzcan insulina.

Aunque se han encontrado con varios inconvenientes, por ejemplo, estas lineas
celulares presentan inestabilidad fenotipica, desdiferenciacion y manifiestan
tendencia a la secrecion de insulina en respuesta a concentraciones subfisiologicas

de glucosa, entre otras.'®

Regeneracion de Islotes.

La generacion de nuevas células  en el pancreas de un individuo adulto puede
parecer imposible. Sin embargo, un concepto bioldgico basico, muchas veces
ignorado es que los islotes como todas las células tienen un tiempo de vida finito,
con lo cudl es de esperar que haya un recambio. Durante la vida del individuo esta
regulacion depende en forma directa del correcto balance de la masa de células f.
Los mecanismo a través de los cudles se mantiene este delicado equilibrio se traduce

en, replicacion de células B preexistentes, neogénesis de células f y muerte celular



programada o apoptosis de las células que hayan cumplido su ciclo de vida. Tales

cambios ocurren a lo largo de toda la vida del individuo, con el desarrollo, el

crecimiento, el envejecimiento, asi como también durante la gestacion, la obesidad y
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otros cambios que incrementan la demanda funcional del islote.'®

a)

b)

Neogénesis de células B pancreaticas.

Se denomina nesidioblastosis, al proceso definido morfolégicamente como la
neogénesis de células endocrinas que se originan por diferenciacion de las
células epiteliales de los conductos (Pictet R. y col., 1972; Cantenys D., 1981).
Durante la vida fetal, cerca de un 80% de células que se generan lo hacen
mediante diferenciacion de células endoteliales. Después del nacimiento, se ha
postulado que la replicacidn es el principio medio de expansion de las células f3
diferenciadas.'®

En la vida adulta, las células B estan altamente diferenciadas. A pesar de ello, en
el adulto, el epitelio de conductos pancreaticos puede ser estimulado para inducir
neogénesis. Un incremento en la tasa de neogénesis se ha conseguido en varios
modelos experimentales. Estos modelos incluyen: ratas parcialmente
pancreatectomizadas (Bonner-Weir y col., 1993); ratas pancreatectomizadas
tratadas con un inhibidor de la cintaza de poli-ADP-ribosa (Terazono K. y col.,
1988), y otros donde los nuevos islotes crecen de forma ectopica en los
conductos. Asi, la neogénesis de islotes es quizas un intento del organismo para
compensar la pérdida de células B que esta sufriendo, pero por alguna razén

desconocida, este proceso fracasa y se detiene.'®

Replicacion de células B pancreaticas.

Respecto al mecanismo de replicacion, algunos autores piensan que es el medio
de expansion después del nacimiento, pero con una capacidad que disminuye
con la edad (Hellerstrom C., 1988; Sweene 1., 1992). Como los islotes adultos
muestran muy pocas células mitoticas, comunmente se han considerado que no
son capaces de crecer. Sin embargo, en algunos modelos in vitro e in vivo con
islotes de ratones neonatos y adultos se ha demostrado lo contrario,
encontrandose que unos y otros responden de manera similar a la mayoria de los

estimulos, como: la glucosa, miembros de la familia de la hormona de



crecimiento (GH), y varios factores de crecimiento, factor de crecimiento similar
a la insulina I (IGF-I) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF);
en algunos casos se ha observado crecimiento en replicacion, en otros el
aumento en volumen de los islotes y en otros se han observado ambos.'®
Apoptosis y supervivencia de las células  pancreaticas.

El término apoptosis ha sido utilizado como muerte celular individual, tanto si
esta dirigida por factores internos como externos. La apoptosis esta controlada
por controlada por diferentes vias de sefializacion que convergen en una Unica
via final (Steller H. y col., 1995). Las sefiales que inducen apoptosis son muy
variadas y en muchos casos las misma sefiales pueden inducir también
diferenciacion y proliferacion (Hale AJ, 1996). Las vias implicadas en el proceso

apoptotico son las siguientes:

El sistema FAS (también conocido como APO-1 o CD95).

ISEE

La via de las proteina/tirosina quinasas.

La via de las serina/treonina quinasas.

a o

La via de Ras.
La via de la proteina quinasa C (PKC).
La sefializacion del calcio.

La via de las ceramidas.

= @ oo

La accion de los radicales libres.

Diversos experimentos in vivo ¢ in vitro han planteado la posibilidad de inhibir
la apoptosis de las células B mediante la modulacion de las vias mas

importantes.'®



II. JUSTIFICACION.

La regeneracion de células 3 a partir de células precursoras de los islotes podria
curar la enfermedad. Sin embargo, para ello se requiere identificar factores que
induzcan la replicacion y neogénesis de células P, y que eviten la destruccion
autoinmune de los nuevos islotes recién formados. Las células de los islotes son
remplazadas constantemente mediante un recambio lento probablemente a partir de unas
pocas células que mantiene la capacidad replicativa. Ademas, las estructuras de los
ductos en el pancreas adulto contienen células pluripotenciales (stem) que pueden
diferenciar a células endocrinas y generar nuevos islotes. Se han descrito varios factores
de crecimiento que inducen la replicacion de islotes fetales y neonatales in vitro, o bien,

que son mitogénicos para las células epiteliales de los ductos.

Existen afirmaciones recientes de los efectos preventivos del buen control
metabolico en la aparicion y velocidad de progresion de las complicaciones cronicas

asociadas con la diabetes.

Los factores que se han identificado como determinantes en el control glucémico
son: la dieta, la actividad fisica, el acceso a los servicios de salud, la adherencia al

tratamiento y la educacion al paciente con diabetes.

Se debe tener presente que la propuesta de los organismos internacionales sobre
el tratamiento de la diabetes tipo 2 se basa principalmente en la modificacion de la dieta,
la reduccion y prevencion de la obesidad, una actividad fisica acorde con la edad, sexo y
ocupacion, y en caso necesario, el empleo de hipoglucemiantes orales y de insulina.
Todos estos factores han sido asociados con el control metabolico del paciente con

diabetes.

Se tiene conocimiento por publicaciones aparecidas del efecto que tiene los
medicamentos hipoglucemiantes orales en uso y otros muchos en fase de
experimentacion, reportandose una eficacia que va desde un 25 hasta un 70%, y que esa
eficacia se ve disminuida por el tiempo de evolucion de la enfermedad, la presencia de

complicaciones, la edad del paciente y las caracteristicas propias del medicamento.
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A pesar de presentar esa eficacia los hipoglucemiantes orales, existen multiples
estudios que nos hablan del incremento de la enfermedad, asi como de las
complicaciones que secundariamente se presentan, lo que ha instado a los
investigadores a realizar estudios realizando combinaciones de medicamentos para

incrementar el grado de eficacia.

La diabetes mellitus es una enfermedad que afecta a la poblacion mundial siendo

una de las causas principales de mortalidad.

En México, constituye un grave problema de salud publica asociado con altas
tasas de mortalidad y ocasionando complicaciones cronicas que deterioran la calidad y

el tiempo de vida de aquellas personas que la padecen.

Esta enfermedad es la principal causa de demanda de consulta externa en
instituciones publicas y privadas, representando grandes gastos en programas de salud

publica.

Los estudios sobre la prevalencia en México son escasos, y es dificil hacer
comparaciones entre los existentes, ya que difieren en las técnicas empleadas para su
diagnéstico, asi como en el tiempo que transcurre entre la realizacion de un estudio y
otro, ademas, la informacion disponible en México sobre la situacion epidemioldgica de

la diabetes mellitus es aun incompleta."!”*

El tratamiento empleado para la diabetes mellitus a base de hipoglucemiantes
orales asi como la utilizacion de insulina han dado buenos resultados en el control del
padecimiento aunque se siguen encontrando casos en los cuales existe la presencia de
diversos problemas en los cuales el tratamiento llega a ser una carga desagradable,
problemas tales como: la presencia de efectos secundarios, la intolerancia a la agujas, y
el costo del tratamiento, entre otros; por lo que, es necesario la innovacion de nuevos
farmacos que brinden a los pacientes mejores resultados sin tener que invertir grandes
cantidades de dinero para su salud. Ademas de continuar con las investigaciones hasta
lograr el objetivo deseado que es el descubrimiento de una cura para la diabetes

mellitus.



De esta forma, el proposito de este trabajo es la realizacion de un bioensayo con
el fin de evaluar el efecto hipoglucemiante y regenerador de células B pancreaticas en
ratas Wistar sanas manifestado por la administracion del compuesto Thelzan 101, del
cual estudios no documentados han demostrado dicho comportamiento y al tener la
caracteristica de fitofarmaco, los costos de tratamiento son menores que los del
tratamiento convencional, de esta forma, proponer el compuesto Thelzan 101 como una

alternativa en el tratamiento de la diabetes.



111, OBJETIVOS.

Objetivo General.

» Evaluar el efecto hipoglucemiante producido por el compuesto Thelzan 101
mediante la determinacion de glucosa asi como el efecto citotoxico producido en
hepatocitos y su capacidad regeneradora de células [ pancreaticas en ratas wistar

macho.

Objetivos Particulares.

e Determinar la dosis letal media del compuesto Thelzan 101 en ratas wistar macho.

e Evaluar el efecto hipoglucemiante del compuesto Thelzan 101 mediante la
determinacion de glucosa en sangre en ratas wistar macho.

e Evaluar el efecto citotoxico provocado por el compuesto Thelzan 101 en
hepatocitos.

e Evaluar la capacidad regeneradora de células B pancreaticas en ratas wistar macho
producida por el compuesto Thelzan 101 mediante la utilizacién de tinciones
especificas y a nivel ultraestructural.

e Evaluar el peso de las ratas wistar durante toda la investigacion para observar la
relacion existente entre la administracion del compuesto Thelzan 101 y la masa

corporal de los animales.

IV. HIPOTESIS.

Se espera que con la administracion del compuesto Thelzan 101, los niveles de
glucosa en sangre de las ratas disminuyan y se observen signos de regeneracion en

células B pancreaticas mientras que en hepatocitos se espera que no provoque lesiones.
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V. MATERIALES Y METODOS.

Se emplearon 24 ratas macho de la linea isogénica Wistar con peso corporal entre
180 a 210g, procedentes de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto
Politécnico Nacional, se mantuvieron a una temperatura de 20-25°C y fueron alimentadas

con Purina Standard Chow.

A todas las ratas se les realizd un pesaje inicial y se distribuyeron en dos lotes de
doce ratas cada uno. Posteriormente fueron pesadas los dias lunes y viernes de cada semana
durante el lapso de tiempo que durd la investigacion, esto con el fin de determinar como
influia la administracion de Thelzan 101 en el peso corporal de los animales, ademas para

obtener el volumen requerido en la administrar del compuesto.

El compuesto Thelzan 101 fue proporcionado por los laboratorios Thelzadn de

México S.A de C.V.

A todas las ratas se les realizo una determinacion de glucosa en muestra sanguinea,
obteniendo sangre cardiaca, esto con el fin de obtener datos de glucosa basal de todos los
animales normoglicémicos. Posteriormente, después de la administracion de Thelzan 101,

las muestras fueron tomadas una vez por semana hasta el sacrificio de los animales.

» Determinacion de los niveles de glucosa en rata.

Se utiliz6 el método de la glucosa oxidasa (kit Erlic Mexicana S.A de C.V), que se
fundamenta en la oxidacion enzimatica de la glucosa catalizada por la glucosa oxidasa.
Durante esta reaccion, mediada por peroxidasa, se produce peroxido de hidrégeno que
reacciona con el fenol y la 4-aminofenazona, originando una quinoneimina. El complejo
rojo formado se leyd en un espectrofotometro Spectronic 20D+ a una longitud de onda de

546nm.
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El anélisis se realiz6 en 3 etapas:

» Evaluacion farmacologica del efecto hipoglucemiante de Thelzan 101.

Etapa 1.

Para esta primera etapa, el método se basa en 2 aspectos:

1. Una investigacion inicial que establece el intervalo de dosis que producen efectos
toXicos.

2. Basados en los resultados anteriores, otras dosis especificas son administradas para

calcular una DL50.

Con el paso 1, los resultados muestran si la sustancia es muy toxica, menos toxica o
solamente débilmente toxica y para eso se utilizo uno de los lotes de 12 ratas wistar macho
las cuales fueron distribuidas en cuatro lotes de 3 ratas cada uno; el primer lote fue
empleado como lote control al cual s6lo se administrd solucion salina fisiologica (SSF); el
siguiente grupo constituye el lote 2 al cual se le administrd el compuesto Thelzan 101 a una
dosis de 10mg/kg; al lote 3 se le administré el compuesto Thelzan 101 a una dosis de
100mg/kg; y finalmente, al lote 4 se le administro el compuesto Thelzan 101 a una dosis de

1000mg/kg; en todos los lotes la administracion se realizd via Intraperitoneal.

Una hora después de la administracion del compuesto Thelzan 101, se midieron los
niveles de glucosa en sangre de cada uno de los animales de los 4 lotes, y se realizd una
comparacion de los niveles de glucosa en estado basal y después de la administracion del

compuesto Thelzén 101.

De acuerdo a la cantidad de animales fallecidos en la etapa anterior, se recurri6 al
siguiente cuadro de sobrevivencia-mortalidad para obtener las dosis requeridas para la

etapa 2 en el célculo de la dosis letal 50 del compuesto Thelzan 101.



Etapa 2.

Para la segunda etapa, se empled el otro lote de 12 ratas wistar macho las cuéles
fueron distribuidas en cuatro lotes de tres ratas cada uno a diferentes dosis del compuesto
Thelzan 101, estas dosis fueron establecidas de acuerdo a los resultados obtenidos de
sobrevivencia-mortalidad de la etapa 1 como se muestra en el cuadro anterior. Las dosis
empleadas fueron las siguientes: para el lote 1, una dosis de 20mg/kg; para el lote 2, se
utilizoé una dosis de 40mg/kg; en el lote 3, se utiliz6 una dosis de 80mg/kg; y para el lote 4,
se utiliz6é una dosis de 160mg/kg del compuesto Thelzan 101; y como lote control se

emplearon los mismos animales que se utilizaron como lote control en la etapa 1

administrandoles inicamente SSF.

Cuadro 5. Dosis de sobrevivencia-mortalidad para el calculo de la DL50.

Dosis de la 1ra. Etapa .
10mg/kg | 100mg/ke | 1000mg/kg Dosis de la 2da. Etapa (mg/kg)
0/3 0/3 0/3 - 1600 2900 5000
0/3 0/3 1/3 600 1000 1600 2900
0/3 0/3 2/3 200 400 800 1600
0/3 0/3 3/3 140 225 370 600
0/3 1/3 3/3 50 100 200 400
0/3 2/3 3/3 20 40 80 160
0/3 3/3 3/3 15 25 40 60
1/3 3/3 3/3 5 10 20 40
2/3 3/3 3/3 2 4 8 16
3/3 3/3 3/3 1 2 4 8

Una vez obtenidas las cuatro dosis correspondientes a la etapa 2, se realizd la

administracion del compuesto Thelzan 101.

Dos horas después de la administracion del compuesto Thelzan 101, se realizd una
medicion de glucosa en sangre con ayuda de un kit, se registraron los resultados obtenidos
y se realizd una comparacion con los resultados de glucosa en estado basal y al mismo

tiempo se determind la dosis letal 50 del compuesto Thelzan 101.



La dosis letal 50 se obtuvo por media geométrica sobre las dosis para las cuales

fueron encontrados los siguientes resultados de sobrevivencia-mortalidad: 0/1 y 1/1.

» Estudio histopatologico y ultraestructural de higado y pancreas.

Etapa 3.

En esta etapa se busco a nivel ultraestructural el dafo que pudo haber provocado el
compuesto Thelzan 101 en higado asi como su posible capacidad regeneradora de células 3
pancreaticas en los animales a los cuéles se les administro el compuesto.

Para esto se utilizaron los animales que sobrevivieron en las etapas anteriores

utilizando como lote control los mismos animales empleados en las etapas anteriores.

Al lote control, se le administro SSF, y a los otros lotes se les administrd la misma
dosis del compuesto Thelzan 101, que fue una dosis de 25mg/kg realizando la
administracion los dias lunes y viernes de cada semana durante un periodo de dos meses
empleando siempre la misma dosis del compuesto Thelzan 101, asi mismo, se realiz6é una

determinacion de glucosa en sangre por semana, durante un periodo de dos meses.

Procesamiento de muestras para microscopia electronica de transmision..

Una vez terminado ese periodo, se sacrificaron a todos los animales restantes y se

les extrajo el higado y pancreas.

Los organos se expusieron a una solucién fijadora compuesta por PBS que se utiliza
como amortiguador y para-formaldehido que se emplea como fijador en una proporcion de
1:4 y con un pH de 7.2. Posteriormente, se realizan 3 lavados con PBS, cada uno de ellos

por 15 minutos.



Después de los 3 lavados con el amortiguador, se pusieron las muestras en una solucion de
tetroxido de osmio al 1% durante 1 hora (esto se debe realizar en una campana ya que el

tetroxido de osmio es muy toxico).

Una vez concluido ese tiempo, las muestras se sometieron a un proceso de
deshidratacion, el cual se realizd en pasos sucesivos con concentraciones de alcohol
ascendentes (30°, 50°, 70°, 80°, 90°, 95° y absoluto), dejando las muestras en cada una de
estas soluciones durante 15 minutos, excepto en el alcohol absoluto donde la muestra se

deja durante 20 minutos y se realiza por duplicado.

Una vez concluido el proceso de deshidratacion, las muestras se incluyeron en
resina epoxica (Epon 812), para ello el alcohol fue sustituido por resina mediante el pase de
las muestras en una mezcla de alcohol etilico absoluto en una proporcion de 1:3 durante 24
horas; concluido ese tiempo, la muestra se puso en otra solucion de resina y alcohol etilico
absoluto en una proporcion de 2:2 durante 2 horas; posteriormente la muestra se puso en
una nueva solucion de resina y alcohol etilico absoluto en un proporcion de 3:1 durante 2

horas.

Transcurrido ese tiempo, la muestra se puso en resina pura durante 2 horas para
finalmente ser sustituida nuevamente por resina pura y se dejo la muestra ahi durante 1

hora.

Al término de ese tiempo, las muestras se pusieron en recipientes adecuados para la
realizaciéon de los cortes en un ultramicrotomo, y fueron llenados con resina pura y

posteriormente se sometieron a una temperatura de 60°C durante 36 horas.

Una vez procesadas las muestras, se realizaron cortes semifinos de 180 y 200 nm de
grosor los cuales se montaron en portaobjetos de vidrio y se tifieron con azul de toluidina

mediante la metodologia de rutina.



Posteriormente se realizaron cortes finos de 70 a 80 nm de grosor y se contrastaron

con acetato de uranilo durante 20 minutos y citrato de plomo durante 10 minutos.

Las muestras se revisaron en un microscopio electrénico de transmisién de la marca

Zeiss EM 900 con un voltaje de aceleracion de 50kv.

Procesamiento de muestras para microscopia optica.

Por otra parte, otra fraccion de las muestras fijadas con la solucion de fosfatos y
para-formaldehido al igual que para microscopia electronica se llevaron a un proceso de
deshidratacion y posteriormente se incluyeron en parafina, después de la inclusion, se
realizaron los cortes histologicos y se desparafinaron, y finalmente las muestras se
hidrataron para que ser tefiidas con hematoxilina-eosina de Harris y asi poder efectuar el

estudio histopatoldgico con ayuda de un microscopio Optico.

Procesamiento de muestras para tinciones especificas para células f pancreaticas.

o Aldehido Fucsina.

Se adhirieron los cortes pancreaticos a las laminillas y se removi6 la parafina de
manera usual mediante la utilizacion de xilol; posteriormente, se lavaron las laminillas con
alcohol absoluto seguido por alcohol al 96%:; posteriormente, las laminillas se sumergieron
en una solucién de alcohol al 75% con cristales de iodina durante 10min en un vaso Coplin,

una vez cumplido el tiempo, las laminillas se lavaron con agua.

Las laminillas fueron sumergidas en una solucion de tiosulfato de sodio-alcohol al
96%-agua destilada durante 20min; concluido el tiempo, se lavaron con agua. Finalmente
se sumergieron en una solucion de fucsina basica-alcohol al 70%-acido clorhidrico
concentrado-paraldehido durante 20min y se realizd el estudio con ayuda de un

microscopio 6ptico.



o Azul de Toluidina.

Las laminillas con los cortes pancreaticos fueron desparafinados y se sumergieron
en una solucion de azul de toluidina durante Smin. Transcurrido el tiempo, se dejaron secar

las laminillas y se observaron al microscopio.

o Tincién de Mallory.

Las laminillas con los cortes pancreaticos fueron desparafinados y deshidratados,
posteriormente se sumergieron en una solucion de acido sulfurico concentrado-
permanganato de potasio-agua destilada durante 30seg. hasta obtener una coloracion rojiza-
café; posteriormente se enjuagaron con agua destilada y se tifieron con hematoxilina de
Harris por 10min. Una vez realizada la tincidn, las laminillas se sumergieron en una
solucion de carbonato de litio y nuevamente se enjuagaron con agua destilada. Finalmente,
las laminillas fueron sumergidas en una soluciéon de azul de anilina fosfomolibdico-
anaranjado G durante 12 horas y se observaron las laminillas con ayuda de un microscopio
optico. Para obtener resultados mas claros, se realizd una contratincion empleando
laminillas previamente tefiidas con aldehido fucsina y posteriormente fueron sumergidas en
la solucion de azul de anilina fosfomolibdico-anaranjado G durante 12 horas y se

observaron con la ayuda de microscopio optico.



VI. RESULTADOS.

DOSIS LETAL 50 (ETAPA 1).

Cuadro 6. Comparacion de glucosa basal y post-administracion de Thelzan 101 e intervalo de dosis que
produce efectos toxicos para la etapa 1.

[.JO.SiS Glucosa 1hr. .

Lote admlnlstra’lda Glucosa post-admon. TOXICIC’ZIad de
de Thelzan | Basal (mg/dL) (mgldL) Thelzan 101
101(mg/kg)

Control 0 116.39 118.63 Vivo
Control 0 118.03 116.39 Vivo
Control 0 114.75 116.39 Vivo
1 10 116.39 103.27 Vivo
1 10 122.95 113.11 Vivo
1 10 111.47 109.83 Vivo
2 100 118.63 83.6 Muerto
2 100 124.59 96.72 Muerto
2 100 113.11 90.16 Muerto
3 1000 114.75 - *
3 1000 111.47 - *
3 1000 111.47 - *

En la tabla 2 podemos observar que en los lotes a los cuales se les administro el
compuesto Thelzan 101 existe una disminucion significativa de los niveles de glucosa con
respecto a los niveles registrados de glucosa basal, de igual forma, se observa que entre
mayor es la dosis administrada de Thelzan 101, la disminucion de glucosa es mayor, no asi
con los niveles del lote control que al no haberles administrado el compuesto Thelzan 101,
sino solucidn salina fisiologica, presentan niveles de glucosa similares en su etapa basal y

después de la administracion de solucion salina fisiologica.

*Es importante destacar que a los animales del lote 3 (1000mg/kg), no se realizé la
determinacion de glucosa después de la administracion de Thelzan 101 debido a que la
dosis a administrar era demasiado elevada, esto se dedujo observando el comportamiento
de los animales del lote anterior en donde los animales fallecieron aproximadamente 1 hora

después de la administracion del compuesto, asi que se podia suponer que al administrar
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una dosis mucho mayor se provocaria la muerte de los animales. Por esto y siguiendo los
lineamientos establecidos de sacrificio innecesario de animales, se decidid no hacer la
administracion del compuesto. Esto permitié que los animales fueran utilizados para etapas
posteriores.

En cuanto a la toxicidad, se observa que la dosis toxica del compuesto Thelzan 101
se encuentra en el intervalo de dosis de 100 a 1000mg/kg de peso corporal de las ratas, esto
se deduce debido a que los animales de estos lotes fallecieron después de la administracion
del compuesto Thelzan 101, en cambio, los animales del lote control a los cuales s6lo se les
administr6 SSF y los animales del lote 1 a los cuales se les administr6 una dosis de

10mg/kg de Thelzan 101, no fallecieron después de la administracion.

DOSIS LETAL 50 (ETAPA 2).

Cuadro 7. Comparacion de glucosa basal y post-administracion de Thelzan 101 e intervalo de dosis que
produce efectos toxicos para la etapa 2.

Dosis
e Glucosa 1hr.
administrada Glucosa _
Lote - post-admon. Toxicidad
de Thelzan | Basal (mg/dL) (mgldL)
101(mg/kg) g
Control 0 119.67 116.39 Vivo
1 20 121.31 106.55 Vivo
1 20 114.7 109.83 Vivo
1 20 124.59 103.27 Vivo
2 40 109.83 104.91 Vivo
2 40 116.39 98.36 Vivo
2 40 118.03 98.36 Vivo
3 80 116.39 95.08 Vivo
3 80 121.31 83.6 Vivo
3 80 124.59 81.96 Vivo
4 160 121.31 55.73 Muerto
4 160 121.31 57.37 Muerto
4 160 114.7 55.73 Muerto

En la tabla 3 podemos observar 4 diferentes dosis de Thelzan 101 las cuales fueron
seleccionadas de acuerdo al cuadro 1 de sobrevivencia-mortalidad para el célculo de la

DL50, y manteniendo el lote control de la etapa anterior administrando inicamente SSF.
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En cuanto a los niveles de glucosa, podemos observar que en el lote control no
existe una variacion significativa debido a que se le administré SSF, en cambio, los lotes en
los cuales hubo la administracion del compuesto Thelzan 101, se observa que en todos ellos
existe una disminucion de los niveles de glucosa con respecto a los niveles de glucosa
basal.

Ademas, se puede observar una vez mas que la hipoglucemia se ve influenciada por
la dosis administrada de Thelzan 101, esto debido a que entre mayor es la dosis, la
hipoglucemia también incrementa, esto es, el lote 1 (20mg/kg) presenta los niveles de
glucosa mayores de esta etapa, sin tomar en cuenta el lote control, y el lote 4 (160mg/kg),
presenta los niveles de glucosa mas bajos y teniendo una mayor diferencia con respecto a

los niveles de glucosa basal de ese lote.

En cuanto a la toxicidad, se puede observar que todos los animales del lote 4
(160mg/kg) fallecieron después de la administracion del compuesto Thelzdn 101, en
cambio, lo animales de los otros lotes siguieron vivos y fueron utilizados para la siguiente
etapa.

Con la ayuda de la dosis empleadas en esta etapa 2, la dosis letal 50 se obtuvo por
media geométrica sobre las dosis para las cuales fueron encontrados los siguientes
resultados de sobrevivencia-mortalidad: 0/1 y 1/1, es decir, se tomo la dosis del lote donde
todos los animales que componian el lote murieron debido a la administracion del
compuesto Thelzan 101 y la dosis del lote anterior donde ningin animal que componia al

lote muri6 debido a la administracion del compuesto Thelzan 101.

Para esto se utilizaron las dosis de: 80mg/kg que fue la dosis en la cual ningun
animal del lote correspondiente murid debido a la administracion del compuesto Thelzan
101 y también se tomo la dosis de 160mg/kg que fue la dosis en la cual todos los animales
que componian al lote murieron debido a la administracion del compuesto Thelzan 101. Y

se obtuvo el siguiente resultado:

DL50 del compuesto Thelzan 101 = 113.137mg/kg
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EFECTO HIPOGLUCEMIANTE DEL COMPUESTO THELZAN 101 EN LA
ETAPA 1.

Efecto Hipoglucemiante de Thelzan 101 (Etapa1)

118.63

116.39 116.94 LIS

120~

112.56
108.74

100
90.16

80—

Glucosa 60
(mg/dL) DO Glucosa Basal

OGlucosa a 1hr.

40

NN N NN

20—

0

Blanco 1 (10mg/kg) 2 (100mg/kg) 3 (1000mg/kg)
Lote

Grifica 1. Concentracion plasmatica de glucosa basal y post-administracion de Thelzan 101 en la etapa 1.

En la grafica 1 podemos observar que en los lotes donde hubo administracion del
compuesto Thelzan 101, lotes 1 y 2 donde la dosis administrada fue de 10 y 100mg/kg
respectivamente, hubo una disminucion en los niveles de glucosa con respeto a los niveles
basales.

También se puede observar que en el lote 3 (1000mg/kg), no existe un valor post-
administracion, esto debido y como ya se explico anteriormente, a que no se realizo la
administracion del compuesto Thelzdn 101 ya que la dosis era demasiado elevada y no
tenia valor ético el sacrificio de animales innecesariamente ya que el valor deseado ya se
habia obtenido.

En cuanto al lote control, se observan valores semejantes debido a que no hubo

administracion de Thelzan 101 sino de SSF que no afecta el valor de glucosa sanguinea.
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EFECTO HIPOGLUCEMIANTE DEL COMPUESTO THELZAN 101 EN LA
ETAPA 2.

Efecto Hipoglucemiante de Thelzan 101 (Etapa 2)

140—

119.67~ 120.2 120.76 119.11

120— 114.75
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100.54
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»
»
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20—

Blanco 1 (20mg/kg) 2 (40mg/kg) 3 (80mg/kg) 4 (160mg/kg)
Lote

Grifica 2. Concentracion plasmatica de glucosa basal y post-administracion del Thelzan 101 en la etapa 2.

En la grafica 2 se puede observar una comparacion entre los niveles de glucosa
basal y los niveles de glucosa después de haber realizado la administraciéon de Thelzan 101,
como se observa en la grafica, los niveles de glucosa basal en todos los lotes incluyendo el
lote control, son muy semejantes; después de realizar la administracion de Thelzan 101 en
los lotes 1, 2, 3 y 4 se observa una disminucion en los niveles de glucosa, ademas podemos
observar que esa disminucion al igual que en la etapa 1, se va incrementando de acuerdo a
la dosis administrada, esto es, los niveles de glucosa se ven afectados por la dosis
administrada de Thelzan 101, como lo muestra la grafica; el lote 4 (160mg/kg), presenta la
disminucién de glucosa mas significativa y el lote 1 (20mg/kg), la menos significativa, esto
sin tomar en cuenta el lote control al cudl s6lo se le administr6 SSF que no provoca

variacion significativa en los niveles de glucosa como se puede observar en la grafica.
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EFECTO HIPOGLUCEMIANTE DEL COMPUESTO THELZAN 101
ADMINISTRADO DURANTE 2 MESES.

Efecto Hipoglucemiante de Thelzan 101 Durante 2 Meses

120 + T 120

100 100

80 + ‘ -+ 80

60 60

Glucosa (mg/kg)

40 + 140

20 20

1(10mg/kg) 2(20mg/kg) 3(40mg/kg)

Lote

4(1000mg/kg) Blanco

Grifica 3. Promedio de la concentracion plasmatica de glucosa en un periodo de 2 meses observandose su
desviacion estandar.

Para la realizacion de esta fase del proyecto se utilizaron los animales
sobrevivientes de la etapas anteriores y se utilizd una dosis de 25mg/kg la cual fue
administrada durante un periodo de 2 meses. Durante este periodo se realizaron
determinaciones de glucosa, una vez por semana, y la administraciéon de Thelzan 101 se
realiz6 lunes y viernes.

Se obtuvieron los promedios de los niveles de glucosa en cada lote, y como se
puede observar en la grafica 3, los lotes 1, 2, 3 y 4 en los cuales se realizd la administracion
de Thelzan 101, se observan unos niveles de glucosa significativamente menores que los
del lote control; y haciendo una comparacion de los niveles de glucosa entre los 4 lotes a
los cuales se les administrd6 Thelzan 101 se puede observar que los valores son muy

similares, con excepcion del lote 3 que presenta un nivel de glucosa inferior.
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EFECTO DEL COMPUESTO THELZAN 101 EN LA MASA CORPORAL

Efecto del Thelzan 101 en la Masa Corporal Durante 2 Meses
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Grifica 4. Promedio de la masa corporal en un periodo de 2 meses observandose su desviacion estandar

Para obtener el volumen de administracion necesario del compuesto Thelzan 101
para cada una de las diferentes dosis, se obtuvieron los pesos de los animales de cada uno
de los lotes, esto se realizo durante todo el periodo que se tuvieron a los animales y los
datos que se encuentran en la grafica 4 solamente se refieren al periodo en el cual la
administracion de Thelzan 101 fue permanente, esto es, durante 2 meses.

Los resultados obtenidos manifiestan que el compuesto Thelzdn 101 probablemente
provoco una disminucion en la masa corporal de los animales que conformaban los lotes 1,
2, 3 y 4 ya que en comparacion con el lote control al cudl solo se le administré SSF, se
observa que los valores se encuentran por debajo del lote control, aunque en algunos casos
la diferencia no es significativa como en el lote 1 y 4, en los lotes 2 y 3 se observa una

diferencia significativa.
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RESULTADOS DE MICROSCOPIA OPTICA:

» Evaluacion estructural hepdtica.

Fig.21. Higado tefiido con Hematoxilina-Eosina de animales control (A) y tratados (B).100X.

En ambas 6rganos el parénquima se encontrd poblado por cordones de hepatocitos

(H) con forma cubica, separados por los sinusoides (S). Note la vena central (VC).

Fig.22. Higado tefiido con Hematoxilina-Eosina de animales control (A) y tratados (B).400X.

Hepatocitos con apariencia redonda y bien definidos, en el citoplasma de algunos
hepatocitos se encontraron vacuolas (V); presencia de sinusoides (S) ocupados por

eritrocitos. Hepatocitos con apariencia redonda y bien definida.
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Fig.23. Higado tefiido con Hematoxilina-Eosina de animales control (A) y tratados (B).400X.

Hepatocitos (H) bien definidos con ntcleo (N) redondo bien definido y cromatina

medianamente densa; presencia de vacuolas (V) en el citoplasma de algunos hepatocitos.

» Evaluacion estructural pancredtica.

Fig.24. Pancreas tefiido con Hematoxilina-Eosina de animales control (A) y tratados (B).100X.

En ambos organos la parte exdcrina del parénquima pancreatico presenta acines
(Ac) bien definidos; en ambos casos existe la presencia de Islotes de Langerhans (IL)
algunos con apariencia alargada y otros con apariencia ovalada; vasos sanguineos (BV) con

luz amplia y algunos de ellos ocupados por eritrocitos (E).
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Fig.25. Pancreas tefiido con Hematoxilina-Eosina de animales control (A) y tratados (B).400X.

Se observan algunos acines pancreaticos (Ac) e islotes Pancreaticos (IL)
conteniendo diversas lineas celulares caracteristicas de un islote, dichas células presentan

nucleos bien definidos tefiidos basofilicamente y con cara abierta.

Fig.26. Pancreas tefiido con Azul de Toluidina de animales control (A) y tratados (B).100X.

En ambos casos se observan acines (Ac) pancreaticos tefiidos intensamente de color
azul con una estructura bien definida; se observan vasos sanguineos (BV) bien delimitados,
algunos con presencia de eritrocitos (E); presencia de tejido conjuntivo (CT); islotes
pancreaticos (IL) tefiidos ligeramente de color azul bien delimitados de diversos tamafios y

formas.
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Fig.27. Islote pancreatico tefiido con Azul de Toluidina de animales control (A) y tratados (B).400X.

Presencia de granulos de color violeta-rojizo correspondiente a células f asi como

presencia de eritrocitos (E); en el lote control (A) se observa menor cantidad de granulos

que en el lote tratado (B).

—
o“:
%)

Fig.28. Pancreas tefiido con Aldehido Fucsina de animales control (A) y tratados (B).100X

En ambos casos existe la presencia de acines pancreaticos (Ac) tefiidos tenuemente
de color violeta-rosa los cudles estan bien delimitados y entre los cudles circula tejido
conjuntivo (CT); en A, se aprecia un fibra elastica (FE); en ambos casos se observa un

islote pancredtico (IL) bien delimitado con sitios tefiidos de color violeta intenso

correspondientes a células .
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Fig.29. Islote pancreatico tefiido con Aldehido Fucsina de animales control (A) y tratados (B).400X.

En ambos casos, se observa un islote pancreatico (IL) con zonas tefidas de color
violeta intenso correspondientes a células §, en B, se observa ligeramente una mayor
coloracion en B que en A; en ambos casos se observan zonas que presentan granulaciones
rojizas correspondientes a células A; presencia de eritrocitos (E) y tejido conectivo (CT);

presencia de luz pancreatica amplia.

N

Fig.30. Pancreas tefiido con Tricromica de Mallory-Hematoxilina
de animales control (A) y tratados (B).100X.

En ambos casos se observan acines pancreaticos tefiidos de color violeta claro con
zonas tefiidas de color amarillo; se observan vasos sanguineos (BV) algunos ocupados por
eritrocitos (E) y tejido conectivo (CT) delimitando algunas zonas; se observan islotes

pancreaticos (IL) pequefios con presencia de nucleos tefiidos intensamente de color violeta.

94



Fig.31. Islote pancreatico tefiido con Tricromica de Mallory-Hematoxilina
de animales control (A) y tratados (B).400X.

En ambos casos se observa un islote pancreédtico (IL) donde se observan nucleos
bien definidos tefidos intensamente de color violeta-azul correspondientes a células B y

algunos granulos tefiidos de color rojizo correspondientes a células a.

a v

Fig.32. Pancreas tefiido con Tricromica de Mallory de control (A) y tratados (B).400X.

En ambos casos se observan los acines pancreaticos (Ac) bien definidos tefiidos
tenuemente de color violeta; se observa el tejido conjuntivo (CT) delimitando diversas

zonas y un islote pancreatico (IL) tefiido de color violeta intenso.
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Fig.33. Islote pancreatico tefiido con Tricromica de Mallory de animales control (A) y tratados (B).400X.

En ambos casos se observan islotes pancreaticos presentando granulaciones violeta-
azules correspondientes a células 3; presencia de eritocitos (E). Se puede observar que en B

existe una cantidad mayor de granulaciones violeta-azul que B.
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RESULTADOS DE MICROSCOPIiA ELECTRONICA.

Fig.34. Cortes semifinos de higado tefiido con Azul de Toluidina de animales control (A) y tratados (B).100X

En ambos casos se observan hepatocitos con forma ovoide y bien definida con la

presencia de nucleos redondos traslucidos.

Fig.35. Cortes finos de higado de animales control (A) y tratados (B). Ur-Pb, 4400X.

Se aprecia nucleo redondeado con cromatina fina granular, a nivel del citoplasma se
aprecian moderada cantidad de mitocondrias y RER con espacios electrolucidos moderados

multifocales.
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Fig.36. Cortes semifinos de pancreas teflido con Azul de Toluidina de animales control (A) y
tratados (B).100X

En el corte correspondiente a los a los animales tratados (A), se aprecian células
acinares con forma caracteristica y dos islotes pancreaticos con forma irregular; en el de los
animales tratados (B), se observan celulares acinares con forma regular y presencia de gran

pigmentacion, se observa un islote pancreatico con ligera pérdida de celularidad.

Fig.37. Cortes finos de pancreas exocrino de animales control (A) y tratados (B). Ur-Pb, 3000X

En los animales control (A), se aprecia en el citoplasma de una célula del acini
pancredtico, vacuolas de diferentes tamafio con contenido fino granular no identificado.
Animales tratados (B), se aprecia en el citoplasma de una célula del acini pancreatico,

abundante RER el cual se observa dilatado en algunas zonas.
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Fig.38. Cortes finos de pancreas endocrino de animales control (A) y tratados (B).Ur-Pb, 12 000X

En los animales control (A), se aprecia en el citoplasma de una célula del islote
pancreatico, multiples granulos electrodensos (granulos neuroendocrinos) y escasas
mitocondrias y RER. Animales tratados (B), se aprecia en el citoplasma de una célula del
islote pancreatico, perdida de granulos electrodensos (granulos neuroendocrinos) y escasas

mitocondrias ligeramente tumefactas.

Fig.39. Cortes finos de células B pancreaticas de animales control (A) y tratados (B).Ur-Pb, 3000X.

En los animales control (A), se aprecia el nucleo de la célula, gran cantidad de
granulos electrodensos, pocas mitocondrias y poco reticulo endopldsmico rugoso.
Animales tratados (B), se observa el nucleo de la célula, poca presencia de granulos

electrodensos, pocas mitocondrias y abundante reticulo endoplasmico rugoso.
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VIL. DISCUSION.
e [Efecto Hipoglucemiante y Calculo de la DL50.

En términos generales un bioensayo puede ser definido como cualquier prueba que
involucra organismos vivos, a su vez se puede sefialar como cualquier método por medio
del cual alguna propiedad de una sustancia o material, es medida en términos de la
respuesta biologica que produce. El principal objetivo de este tipo de anélisis es evaluar el
nivel de estimulo que es necesario para obtener una respuesta en un grupo de individuos de
la poblacion. El nivel de estimulo que causa una respuesta en el 50% de los individuos de
una poblacién bajo estudio es un importante parametro de caracterizacion denotado como

DL50 por dosis letal media.?

La determinacion de la DL50, se utiliza para encontrar umbrales de toxicidad para
determinadas sustancias. En la investigacion fitoquimica valiéndose del principio de que
farmacologia es simplemente toxicologia a bajas concentraciones o toxicologia es
farmacologia a concentraciones altas se puede correlacionar la bioactividad con el valor de

la DL50 y al mismo tiempo su grado de toxicidad.*

En esta investigacion se emplearon animales sanos debido a que se buscaba
comprobar el efecto hipoglucemiante de Thelzan 101 en condiciones normales, asi como

para determinar su toxicidad y el posible poder regenerativo de células f pancreaticas.

La investigacion se realizd en tres etapas, las primeras dos etapas para la
determinacion de la toxicidad de Thelzan 101 y ademés para comprobar el efecto
hipoglucemiante que Thelzan 101 producia en ratas sanas mediante la medicion de glucosa
sanguinea; y una tercera etapa para evaluar el posible dafio en hepatocitos y el posible
efecto regenerativo de células [ pancreaticas producido por Thelzan 101 mediante

microscopia optica y electrénica de transmision.

En la primera etapa se seleccionaron tres diferentes dosis: 10, 100 y 1000mg/kg,
esto para establecer un intervalo de las dosis que producen efectos toxicos, ademas un lote

control que se utilizé durante toda la investigacion como control.
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En el lote correspondiente a una dosis de 10mg/kg se observd que después de la
administraciéon de Thelzdn 101, de los tres animales, ninguno presentd cambios que
pudieran afectar su salud y provocar su muerte, esto nos hizo pensar que la dosis de
10mg/kg no es una dosis lo suficientemente potente para provocar un dafio toxico en el

organismo de los animales.

Los animales del siguiente lote correspondiente a 100mg/kg, después de
administrarles el Thelzan 101, dos de ellos inmediatamente mostraron efectos toxicos
debido a que presentaban diversos sintomas como inmovilidad y respiracion agitada lo que
los llevo a la muerte después de una hora, esto es, que de los tres animales empleados en
este lote solo uno sobrevividé aunque también presento signos de inmovilidad y respiracion
agitada.

Finalmente, el lote correspondiente a una dosis de 1000mg/kg, haciendo la
comparacion con el lote anterior en el cudl se tenia una dosis 10 veces menor y observando
que todos los animales presentaron signos de intoxicacion debido a la sobredosis y que dos
de ellos murieron, pensamos que una dosis de 1000mg/kg era una dosis muy elevada y que
obviamente iba a provocar que todos los animales de este lote murieran, por lo que
decidimos no realizar la administracion y emplear los animales para etapas sucesivas.

En lo que se refiere a la mortalidad, se determind que de los tres animales que

conformaban este lote, ninguno sobrevivio debido a la dosis tan elevada.

En base a los resultados obtenidos de sobrevivencia-mortalidad de las dosis de 10,
100 y 1000mg/kg, que fueron de 0/3, 2/3 y 3/3, respectivamente, procedimos a realizar la
seleccion de las siguientes dosis segln la tabla de Dietrich-Lorke, que fueron de: 20, 40, 80
y 160mg/kg de peso corporal; el método de Dietrich-Lorke es un método eficaz para la
determinacion de la dosis letal media debido a que es un método que requiere de poca

cantidad de animales para sus estudios y se obtienen resultados confiables.

En esta segunda etapa, se tuvieron 4 lotes de tres animales por lote, y como se

menciond anteriormente, utilizando el mismo lote control que en la etapa anterior.
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Al lote correspondiente a una dosis de 20mg/kg, pudimos observar que ninguno de
los animales presentaba cambio alguno después de administrarles Thelzan 101, por lo que
pensamos que esa dosis es muy baja para producir algin efecto toxico que pudiera afectar

la salud de los animales.

En el siguiente lote, correspondiente a una dosis de 40mg/kg, observamos que los
animales presentaban un poco de somnolencia y una respiracion ligeramente agitada pero
que no provoco el fallecimiento de alguno de ellos, por lo que igual que en el lote anterior,
pensamos que la dosis empleada si bien provocaba algunos efectos secundarios, no ponia

en riesgo la salud de los animales.

En el siguiente lote al cual correspondia una dosis de 80mg/kg, pudimos observar
que después de realizar la administracion de Thelzdn 101, los animales respondian a la
dosis presentando signos de inmovilidad y una respiracion agitada, esto lo presentaron
durante un corto periodo de tiempo, alrededor de 10 minutos, y posteriormente regresaron a
la normalidad. Esto nos hace pensar que la dosis administrada comienza a ser ligeramente
toxica y que presenta diversos efectos secundarios pero que no llega a provocar la muerte

de los animales.

Finalmente, tenemos al lote correspondiente a una dosis de 160mg/kg, que
observando los resultados anteriores, suponiamos que los animales de éste lote fallecerian
después de administrarles Thelzdn 101. Nuestras sospechas fueron confirmadas ya que
después de realizar la administracion de Thelzan 101 los animales presentaron cianosis
inmediatamente y murieron minutos después. Con los resultados obtenidos de
sobrevivencia-mortalidad, pudimos encontrar la dosis que nos fueron utiles para el calculo

de la DL50.

La DL50 fue calculada mediante la determinacion de la media geométrica entre la
dosis donde la mortalidad-sobrevivencia fue: 0/1 y 1/1, esto es, en la dosis de 80mg/kg y
160mg/kg, obteniendo una DL50 para Thelzan 101 de: 113.137mg/kg.
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Este resultado muestra que Thelzan 101 tiene un margen amplio de seguridad para
su administracion, pero al igual que todos los farmacos, se debe de tener cuidado en su

.. ., . . ., . . ., 48
administracion debido a que una mala dosificacion puede provocar una intoxicacion.

En cuanto al efecto hipoglucemiante provocado por Thelzan 101, pudimos observar
que ¢éste se presentd desde la primera administracion como se muestra en las graficas 1 y 2,
ya que al realizar la comparacion de los niveles de glucosa en estado basal y después de la
administracion de Thelzan 101, podemos observar que en todos los lotes existe una
disminucion de los niveles de glucosa después de administrarles el Thelzan 101, no asi con

el lote control que mantiene un nivel de glucosa constante.

Ademas podemos observar que la disminucién de los niveles de glucosa es
directamente proporcional a la dosis de Thelzan 101 administrada, ya que nos dimos cuenta
que entre mayor era la dosis administrada, los niveles de glucosa disminuian mas, incluso
se puede observar en las Gréficas 1 y 2 que los niveles de glucosa corresponden a la dosis
administrada, esto es, podemos observar que en la etapa que se utilizaron dosis de 10, 100 y
1000mg/kg y en la etapa 2 se utilizaron dosis de 20, 40, 80 y 160mg/kg, los niveles de
glucosa obtenidos en el lote de 10mg/kg son menores que los niveles obtenidos en el lote
de 20mg/kg, asi mismo éstos son menores que los niveles obtenidos en el lote de 40mg/kg.

También, los niveles obtenidos en el lote de 100mg/kg son mayores que los niveles
obtenidos en el lote de 80mg/kg pero son menores que los niveles obtenidos en el lote de

160mg/kg.

Como podemos observar, a pesar de que se utilizaron dosis diferentes y en
diferentes etapas, al realizar la medicién de glucosa estos corresponden de acuerdo a la
dosis administrada, por lo que pensamos que entre mayor es la dosis administrada de
Thelzan 101, la hipoglucemia serd mayor pero también el riesgo de intoxicacion, y al
incrementar el efecto hipoglucemiante también se incrementa el riesgo de padecer

hipoglucemia.
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El efecto hipoglucemiante se mantuvo mediante la administracion permanente de
Thelzan 101 durante un periodo de 2 meses como se observa en la Gréfica 3, alli podemos
observar que en todos los lotes los niveles de glucosa se mantuvieron por debajo de los
niveles del lote control lo que nos hace pensar que Thelzan 101 mantiene sus caracteristicas
hipoglucemiantes posiblemente durante un largo periodo sin provocar hipoglucemia,
siempre y cuando la dosis empleada no sea muy elevada ya que como se menciond

anteriormente la dosis empleada en esta etapa fue de 25mg/kg.

Durante toda la investigacion los animales fueron pesados para asi obtener el
volumen necesario de Thelzan 101 para la diferentes dosis, los pesos fueron registrados y
nos dimos cuenta que los animales de los lotes a los cudles se les realizod la administracion
de Thelzan 101, tenia variaciones en cuanto a su peso, y como se muestra en la Grafica 4, al
realizar la comparacion de pesos con el lote control nos dimos cuenta que en todos los lotes
el peso fue menor, lo cudl nos hizo pensar que posiblemente Thelzan 101 posee
caracteristicas lipoliticas, o bien, que al provocar la disminucion de glucosa en los
animales, el organismo de estos busca otras vias para obtener energia utilizando los lipidos

y provocando con ello que bajen de peso.

Aunque la grafica 4 nos muestra que los resultados obtenidos de lotes administrados
con Thelzan 101 se encuentran por debajo de los resultados del lote control, estos
resultados son variables y, por lo tanto, no concluyentes ya que los animales iban creciendo
y en algunas ocasiones subian de peso y en otras bajaban a pesar de que la alimentacion fue

la misma en todos los casos.
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e [Efecto Citotoxico en Hepatocitos.

El higado, que tiene un aspecto rojizo pardo, es el principal érgano metabolico del
organismo y también la gldndula de mayor tamafio, tiene mas de 500 funciones utiles

metabolicas dentro de las que se incluye la destoxicacion de sustancias toxicas y farmacos.’

En los estudios histopatologicos realizados al higado de los animales tanto de lote
control como los de lote tratado con Thelzan 101, pudimos observar en la figura 1 que en
ambos lotes, el parénquima hepatico esta constituido por hepatocitos que se agrupan
formando placas que se anastomosan entre si; asi como también, la presencia de la vena
central del lobulillo hepéatico (raiz terminal de la vena hepatica) que recibe la sangre de los
sinusoides y la vierte en las venas sublobulillares. Las placas de los hepatocitos y los
sinusoides hepaticos parecen irradiar de la vena central conformando una rueda;
aparentemente, ambos lotes presentan las mismas caracteristicas por lo que con este
objetivo no fue posible decir que el Thelzan 101 haya provocado algun dafio, asi que las

muestras fueron revisadas a un aumento mayor.

Las microfotografias muestran con mayor aumento una parte de las figuras anteriores
donde se puede observar que las células hepaticas tienden a ser poligonales con una
estructura bien definida dispuestas en laminas o trabéculas con una membrana nuclear bien
definida, en ambos casos, el nticleo del hepatocito es redondo u ovoide, central, en general
con cromatina dispersa tefiida basofilicamente donde se pueden apreciar uno o dos

nucleolos.

En ambos casos, el citoplasma es eosinofilo y abundante, ligeramente granular y en
algunas zonas mas claro debido a la conservacion de glucogeno. Los sinusoides aparecen
como regiones claras entre los cordones celulares y algunos de ellos se encuentran
ocupados por eritrocitos los cudles forman parte de la irrigacion normal del higado.
También, podemos observar que en algunos hepatocitos existe la presencia de pequefias
vacuolas en el citoplasma junto a la membrana nuclear las cuales pensamos que habian sido

provocadas por el Thelzan 101 como signo de dafio citotoxico, pero al encontrar que dichas
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vacuolas se encontraban solo en ciertas zonas de la muestra y que ademas, también se
encontraban en el lote control, pensamos que dichas vacuolas eran producto de una fijacion

incompleta y no debido a un dafio provocado por Thelzan 101.

Finalmente, recurrimos a la microscopia electronica de transmision para poder
determinar si el Thelzan 101 habia provocado dafio a nivel ultraestructural, por lo que
primeramente se obtuvieron cortes semifinos como se observa en la figura 4 donde
pudimos observar hepatocitos bien definidos con su nucleo bien definido y un citoplasma
con pigmentacion que probablemente corresponde a la presencia de glucdgeno, como
podemos observar, ambas muestras, tanto el control como el tratado, presentan
caracteristicas similares, y al observarlas al microscopio electrénico, pudimos observar que
ambos lotes presentan un nucleo bien definido y presencia de mitocondrias con un aspecto
normal y que son necesarias para la produccion de energia asi como también observamos el
reticulo endoplasmico rugoso que no presenta diferencias entre los diferentes lotes, en
general, ambas muestras presenta caracteristicas similares de un hepatocito normal, lo que

significa que Thelzén 101 no provoca ningun dafo a nivel hepatico.

o Efecto regenerador de células f pancredticas.

Por otra parte, en el analisis histopatologico del pancreas tanto control como tratado,
utilizando la técnica de Eosina-Hematoxilina que es una técnica rutinaria y que es
ampliamente utilizada para los andlisis histopatologicos, en nuestro caso la utilizamos
simplemente para distinguir de forma muy general algunas partes del tejido pancreatico,
observamos que en la figura 5, con esta técnica no es posible detectar los diferentes tipos
celulares que componen al islote de Langerhans, ni tampoco nos permitié detectar si existia
alguna diferencia entre el lote control y el lote tratado con Thelzan 101, pero si nos ayudo a
determinar que la porcién exocrina del pancreas representa la mayor parte de la glandula
como se muestra en la figura 4, y que dicha glandula estd subdividida en lobulillos por

tabiques de tejido conjuntivo.
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Asi mismo, podemos observar que en ambas muestras, lote control y tratado, los acinos
se componen de varias células en su mayoria con forma piramidal y con un nucleo redondo
y un citoplasma basal que es bastante homogéneo.

En cuanto a la porcién endocrina del péancreas, esta tincidon nos permitio identificar
perfectamente pequefios cumulos de células de diversos tamafios correspondientes a los
islotes de Langerhans que como podemos observar, se encuentran ricamente irrigados por
vasos sanguineos en ocasiones engrosados por la presencia de eritrocitos. Ademas pudimos

observar que dichos islotes se encuentran dispersos al azar entre los acinos.

Tanto en el lote control como en el tratado con Thelzan 101, observamos que
poseen caracteristicas similares y en ambos casos se encontraron islotes de Langerhans de
diversos tamafios que no representa signo alguno de reconversion estructural del pancreas o

regeneracion celular.

Si bien cada islote consta de células a, B, vy € 9, solo se pueden distinguir entre si mediante
tinciones especiales y puesto que uno de nuestros objetivos fue determinar la capacidad
regeneradora de células B pancreaticas por la administracion de Thelzan 101, recurrimos a
la utilizacion de tinciones especificas de células B pancreaticas como fueron: la tincion de
azul de toluidina, aldehido fucsina, tricromica de Mallory y una variacion de esta

empleando Hematoxilina.

Recordemos que las células adultas del organismo se clasifican de acuerdo a su
capacidad de dividirse por mitosis en: células labiles, que son aquellas que muestran
mitosis toda su vida (epidermis, mucosas, médula dsea, etc.); células estables, en donde
las mitosis son ocasionales (higado, rifidn, pancreas, hueso, etc.); y células permanentes,
que nunca muestran mitosis (sistema nervioso, musculo estriado, ojo, oido, etc.); en este
caso donde estamos estudiando el pancreas pensamos que Thelzan 101 activaba esa
mitosis provocando la proliferacion de células B para que al ser incrementadas, la

., . . . . . 5
produccion de insulina aumentara y los niveles de glucosa disminuyeran.*>?’
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Las tinciones especiales para células f nos permitieron determinar si en los animales
tratados con Thelzdn 101 se encontraba una mayor cantidad de células B que en el lote
control y como podemos observar en la figura 6 donde se utilizo la tincion de azul de
toluidina, se identifica perfectamente el islote de Langerhans el cual se encuentra
delimitado de los acines pancreaticos que fueron tefiidos de un color azul més intenso; que
si bien en esta figura no se percibe alguna diferencia muy marcada, al utilizar un objetivo
mayor como se muestra en la figura 7, comenzamos a observar ciertas diferencias entre un
lote y otro; podemos observar la existencia de cierta pigmentacion violeta-rojiza la cual es
caracteristica de las células [ pancreaticas y observamos que existe una mayor
pigmentacion en el lote tratado que en el control, pero existen areas donde no existe
pigmentacion debido probablemente a que en esas zonas, las células fueron tenidas de
forma muy tenue por lo que no se alcanzan a distinguir asi que recurrimos a otra técnica

que nos ayudara a identificar de manera mas precisa las células 3 pancreaticas.

Posteriormente, empleamos la tincion de aldehido fucsina con la cuél, las células P
pancredticas se tifien de un color violeta intenso aunque no permite distinguir sus nucleos,
como podemos observar en la figura 8, los acines pancreaticos se tifieron de un color rosa
mientras que el islote pancreatico presenta zonas rosadas y zonas tefiidas de violeta intenso,
en esta imagen pudimos distinguir que en cuanto a presencia de color violeta, el lote tratado
con Thelzan 101 presenta una coloracion intensa y que se encuentra cubriendo gran parte
de la porcion interna del islote, mientras que en el lote control, podemos observar que si
bien la presencia de color violeta se hace presente en gran cantidad, es menor que la que se
encuentra en el lote tratado ademas de que dicha coloracion no se encuentra la mayor
concentracion en la parte interior del islote que es donde se encuentra la mayor parte de las

células B pancreaticas.

Esta técnica nos permitié de igual forma identificar algunas células o pancreaticas
las cuales presentan una ligera pigmentacion rojiza como se puede observar en la figura 9, y
también podemos ver la coloracion violeta intensa correspondiente a las células B

pancredticas.
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Posteriormente utilizamos una variante de la técnica de tricromica de Mallory
empleando Hematoxilina para poder observar si nos ayudaba a una mejor identificacion de
células B pancredticas y como podemos observar en la figura 10, observamos que en este
aumento se observa en el islote de Langerhans, la tincion de nucleos pertenecientes a
células B pancreaticas pero también a células a que s6lo se podian diferenciar mediante la
presencia de granulos rojizos en estas Ultimas por lo que recurrimos a un mayor aumento
como se observa en la figura 11 donde podemos observar que existen zonas que presentan
pigmentaciones rojizas correspondientes a las células a; pero no nos ayudoé a determinar si
existia alguna diferencia entre los dos islotes en cuanto a células B, ya que se contaba con
islotes que variaban mucho en tamafo, ni siquiera con la utilizacion de hematoxilina

obtuvimos una tincion funcional para nuestro propoésito.

Finalmente, dentro de estas tinciones especiales, empleamos la técnica que en
histopatologia se considera como la mdas especifica para la identificacion de células
pancreaticas que es la tincion tricromica de Mallory; como podemos observar en la figura
12, esta técnica tifie el islote de Langerhans de color violeta-rojizo donde se observa que el
tamafio de los islotes tanto en el lote control como en el tratado, es muy similar asi como su
forma y que contienen ciertas granulaciones, algunas de ellas correspondientes a las células
B pancreaticas que fue posible distinguirlas hasta emplear un aumento mayor como se
observa en la figura 13 donde podemos observar claramente granulaciones de color violeta-
azul que corresponden a las células B pancredticas y claramente se observa que en el lote
tratado se encuentran una mayor cantidad de granulaciones que en el lote control, lo que
nos hizo pensar que verdaderamente el compuesto Thelzan 101 provocaba un cambio
estructural en células B pancredticas con lo que se obtenia una regeneracion celular,
probablemente mediante el estimulo de la mitosis, y asi la obtencidon de una mayor cantidad

de células B pancreaticas para una mayor produccion de insulina.
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Para confirmar estos resultados obtenidos en la histopatologia, recurrimos a la
observacion ultraestructural del tejido pancreatico, tanto de la parte endocrina como la
exocrina; observandose que la parte exocrina del lote control se observa un nticleo bien
definido, mientras que en el citoplasma, se observaron granulos de diversos tamafios
probablemente de zimogeno y una gran cantidad de reticulo endopldsmico rugoso de
aspecto normal; mientras que en el lote tratado con Thelzan 101, observamos una célula
con un nucleo bien definido, asi como una gran cantidad de granulos probablemente de
zimégeno y gran cantidad de reticulo endoplamico rugoso, el cudl estaba dilatado signo
probablemente debido a la administracion de Thelzan 101, muchas veces la dilatacion del
reticulo endoplasmico rugoso da como resultado una mayor produccion de alguna
sustancia, en este caso, desconocemos que pudo provocar la dilatacion del reticulo, por lo
que seria interesante en posteriores estudios poner cierta atencion a la parte exocrina del

pancreas.

Finalmente, al revisar la porcion endocrina del pancreas encontramos que el islote
pancredtico presenta granulos electrodensos caracteristicos, una poca presencia de
mitocondrias con una estructura normal y el reticulo endopldsmico rugoso que se encuentra
ligeramente compacto, caracteristicas normales de un islote estructuralmente sano y
caracteristico. Mientras que en el lote control, observamos una gran pérdida de granulos
electrodensos, sugiriendo que podria estar asociado al tratamiento con Thelzan 101
provocando asi la reconversion celular para de esta forma dar lugar a la formacion de
nuevos islotes conteniendo células B pancredticas y como consecuencia una mayor

produccion de insulina y un descenso en los niveles de glucosa plasmatica.
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VIII . CONCLUSIONES.

La determinacion de la dosis letal 50 (DL50) del compuesto Thelzan 101 nos permitio
establecer su grado de toxicidad con lo que podemos concluir que es un compuesto

ampliamente seguro siempre y cuando se siga la dosis establecida.

El compuesto Thelzdn 101 posee cierta capacidad hipoglucemiante la cual es
directamente proporcional a la dosis administrada y dicha hipoglucemia se mantiene

constante mientras se siga administrando el compuesto Thelzan 101.

El compuesto Thelzan 101 no provoca dano hepatico macroscopico, ni ultraestructural
ya que en las laminillas observadas tanto de ratas control como tratadas, no se

observaron diferencias significativas entre los diferentes lotes.

La administracion del compuesto Thelzdn 101 provoca una modificacion
ultraestructural de células B pancreaticas lo que da como resultado una mayor cantidad
de estas células, por lo que podemos decir que el compuesto Thelzan 101 posee

caracteristicas proliferativas de células 3 pancreaticas.

La administracién del compuesto Thelzan 101 provoca que la masa corporal de los

animales disminuya, sin embargo, dicha disminucidn no es constante.
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