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INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus es un grupo heterogéneo de trastornos del sistema
endocrino, que se caracteriza por un deterioro en la capacidad para metabolizar
carbohidratos y grasas, lo que origina un aumento en la concentracion de glucosa
(hiperglucemia) y lipidos (hiperlipidemia). La anormalidad en el metabolismo se debe a la
secrecion inadecuada de insulina o a la ineficacia de la disponible. De acuerdo con la
Asociacion Americana de Diabetes, ésta enfermedad se clasifica principalmente en:
diabetes tipo | 6 insulinodependiente y diabetes tipo Il no insulinodependiente; y destaca
que de todos los casos diagnosticados de 90 al 95 % son de diabetes tipo Il. En México,
la informacién publicada por la Encuesta Nacional de Enfermedades Cronico-
Degenerativas, asi como por la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), indican
que las enfermedades cronico-degenerativas como el cancer y la diabetes mellitus son las
primeras causas de morbilidad y mortalidad en el pais. ®
En el control médico de este padecimiento, la medicina oficial utiliza tratamientos que
generalmente se basan en hipoglucemiantes, tales como las sulfonilureas y biguanidas, y

recomienda control dietario y actividad fisica.

Sin embargo, tanto el costo de los medicamentos, como lo dificil que le resulta al paciente
el manejo de la dieta, llevan a que frecuentemente el paciente abandone dicho

tratamiento. t©

Todos estos factores, hacen que el paciente busque alternativas médicas que por un lado
le resulten mas econdémicas y de facil manejo, y que, sean parte del conocimiento socio-
cultural de su entorno. Entre ésta se encuentran productos “naturales” que incluyen
plantas frescas o secas asi como recursos naturales industrializados. Al respecto, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce que la poblacién ha emprendido una

busqueda de atencién a la salud a través de la medicina alternativa. *°

De las interacciones del hombre con su entorno vegetal surge el conocimiento de los
beneficios que las plantas le proporcionan como alimento, ademas de sus propiedades
curativas. Las culturas china, indu y egipcia han dejado evidencias reales sobre el

consumo de remedios herbolarios durante miles de afios. ®®

En paises como Estados Unidos, algunos estudios sefialan que en la Gltima década se ha

incrementado la demanda de medicina alternativa en un 25 %, sobre todo en
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padecimientos crénicos como cancer, dolores crénicos y sindrome de inmunodeficiencia

adquirida. ®©

Es pertinente sefalar que las plantas medicinales constituyen una alternativa viable para
resolver en buena medida los problemas de salud en México de manera complementaria
o inclusive integral y de bajo costo. Asi mismo, es importante destacar que nuestro pais
ocupa el tercer lugar a nivel mundial por la gran biodiversidad vegetal que hay en su

territorio. ®

En México, existen algunos reportes al respecto. Leyva et. al, en un estudio a nivel
nacional sobre las distintas respuestas que los individuos tienen ante las enfermedades,
encontré que el 61 % de los sujetos estudiados -incluyendo diabéticos- se atienden por
ellos mismos sin recurrir a alguna institucion de salud, principalmente por falta de recursos

econdmicos.

Por su parte, Campos et. al, sefiala que en pacientes diabéticos de la Cd. de México,
éstos ademéas del tratamiento médico, utilizan la herbolaria. De igual manera, otro estudio
indica que el 85 % de las personas con este padecimiento consideran insuficiente el
tratamiento médico y manifiestan la necesidad de auxiliarse con otros recursos
terapéuticos, generalmente de la herbolaria. Por su parte, la Secretaria de Salud (SS) de
México ha reconocido este tipo de practicas y ha abierto una Direccién de Medicina
Tradicional y Desarrollo Intercultural.

La medicina alternativa complementaria, que se utiliza esta conformada principalmente
con plantas y la poblacion que la practica es variable ya que en Europa va del 20 al 65 %,
en Estados Unidos es de 39 % y en México el 85 %.

Esta demostrado que la diabetes mellitus representa un sistema muy articulado que altera
la fisiologia, el metabolismo y la citoarquitectura del higado; en este estado patofisiolégico
prevalecen estrechamente procesos oxidativos y la lipoperoxidacion de las membranas
celulares.

En algunas plantas se encuentran moléculas que tienen un potente efecto
hepatoprotector contra las peroxidaciones que suceden en el higado enfermo. ®®

De estas plantas se ha logrado demostrar, experimental y clinicamente, su efecto
hipoglucémico. Sin embargo, poco se sabe acerca de su mecanismo de accion, aspecto
primordial para poder fundamentar y validar cientificamente su uso en los pacientes. De

14



estas plantas se han propuesto diferentes extractos que han demostrado ser activos en
animales sanos y con diabetes. Por lo tanto es probable que su efecto se deba a un
incremento en los niveles circulantes de insulina. *”

En este sentido, el objetivo del presente trabajo es llevar a cabo la investigacion por
microscopia optica de las reacciones adversas a nivel digestivo y renal en ratas Wistar
tras la administracion de Wereque para conocer la seguridad que este producto ofrece en

dosis empleadas como hipoglucemiantes.
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2.1 FISIOLOGIA DEL PANCREAS
INSULINA: SINTESIS, SECRECION Y METABOLISMO

Efectos fisioldgicos

y mecanismo de accion:

La insulina tiene mdltiples acciones que modifican la funcién de casi todos los tejidos y

organos. Su actividad depende de diversos factores, entre los que se mencionan la

cantidad de hormona, el tipo de tejido y la cantidad de nutrientes circulantes.

Es

indudable que los tejidos y nutrientes que mas relacion tienen con la insulina son: el

higado, el musculo y el tejido adiposo, entre los primeros; asi como los carbohidratos,

lipidos y proteinas, entre los segundos.

1. Carbohidratos:

a) Mdasculo:

@
@
@
@

b) Higado:

0]

Aumenta la captacién celular de glucosa.

Aumenta el transporte a través de la membrana.

Aumenta la accion permisiva en fosforilacion.

Incorpora glucosa a glucégeno por actividad de
glucogenosintetasa.

Acelera la sintesis de glucégeno por acciébn de
glucogenosintetasa.
Suprime la glucogénesis.

Disminuye la produccién de glucosa.

La captacién celular de glucosa es independiente de la insulina en

esta glandula.

c) Tejido adiposo:

@ Aumenta la captacién celular de glucosa e incorpora la glucosa a

@
2. Lipidos:

los acidos grasos y triglicéridos.

Lipogénesis

a) Tejido adiposo:

@ Favorece la sintesis y conversion de glucosa a triglicéridos.

@ Aumenta la captacion de acetato y acidos grasos.
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@ Inhibe la liberacién de acidos grasos.
@ Antagoniza la lipdlisis, la glucogendlisis y la protedlisis.

@ Regula la produccién de cuerpos cetonicos.

3. Proteina:
a) Higado y tejido adiposo:
@ Aumenta la captacién de aminoacidos.
@ Aumenta el transporte a través de la membrana celular.
@ Aumenta la sintesis de proteinas y acidos nucleicos.
4. Acciones generales:
@ Activa el transporte a través de la membrana celular en todos los
tejidos.
@ Controla el metabolismo intermedio.
@ Posible control sobre la expresion del cédigo genético a través de la
sintesis de proteinas.
@ Estimula la formacién de ATP, ADN, ARN y ARN mensajero
(MARN).
El mecanismo intimo de accion de la insulina se ha explicado mediante su uniéon a un
receptor especifico, de caracter protéico, que se encuentra en la membrana celular y que
modifica la permeabilidad y el transporte de compuestos especificos; también modifica
funcionalmente otros elementos subcelulares nucleares y citoplasméticos. Este receptor
es una glucoproteina asimétrica, de peso molecular aproximado de 300,000, que se ha
encontrado en la membrana celular del higado y células grasas, asi como en los
leucocitos, los eritrocitos y los fibroblastos.
Recientemente se encontraron anticuerpos en el receptor de insulina, asi como
decrementos en el nimero de éstos en diversos sindromes clinicos caracterizados por
diabetes mellitus, resistencia a la insulina, acanthosis nigricans y otros estigmas

sugestivos de autoinmunidad. ©

Division del pancreas
El pancreas es un conducto glandular de unos 15 cm de longitud, 3.4 cm de anchura y un
peso de 70-100 g. Su superficie esta subdividida en Iébulos, que se pueden apreciar a
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simple vista y palpar. El pancreas es un 6rgano retroperitoneal secundario que se une a la
pared posterior del abdomen entre el duodeno y el nilio del bazo. Rodea los vasos

mesentéricos superiores a modo de cayado.

Divisibn macroscopica
@ Cabeza del pancreas
@  Cuerpo del pancreas

@ Cola del pancreas

Conductos excretores
@ Conducto pancreatico principal: atraviesa la glandula en toda su longitud.
@ Conducto pancreatico accesorio: desemboca en la papila duodenal menor, por
proceder el pancreas de dos esbozos separados, ventral y dorsal.

Vascularizacion
El pancreas, muy alargado, se encuentra en el limite de los territorios del tronco celiaco y
la mesentérica superior. Llegan al pancreas muchas ramas de pequefio calibre de estos

grandes troncos arteriales.

Division interna
En el pancreas humano se han combinado dos érganos con funciones muy diferentes:
@ Una glandula digestiva.

@ Una glandula de secrecion interna.

PANCREAS EXOCRINO

Funciones: La “glandula salival” abdominal es, en primer lugar, una glandula del tubo
digestivo. Las células glandulares “excretoras” producen diariamente uno o dos litros de
“saliva abdominal”, una secrecidon muy liquida rica en bicarbonato con enzimas para la
digestion de las proteinas, los acidos nucleicos, los hidratos de carbono y la grasa. Se

excreta a través del sistema ductal excretor del pancreas al intestino.
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Enzimas: Las proteasas tripsina y quimotripsina se excretan en forma de sus precursores
inactivos (tripsindgeno y quimotripsindgeno) al intestino, donde se activan mediante una

enteroquinasa.

PANCREAS ENDOCRINO: 6rgano insular

En medio del tejido glandular excretor se encuentran “islotes” de células de tincion mas
clara (en especial en la cola del pancreas). Segun el tipo de los granulos de secrecion
que contienen, podemos distinguir cinco formas de células. ¥

El componente endocrino del pancreas esta formada por entre 500 000 y 1 000 000 de

pequefias unidades glandulares.

Organizacion funcional de los islotes pancreaticos

Los islotes fueron descritos por Paul Langerhans en su tesis doctoral en 1869. En 1889,
Minkowski y von Mering establecieron la relacion de la glandula con el metabolismo de los
carbohidratos y la diabetes. Lacy fue el primero en demostrar que la insulina se produce
en las células beta.

Los islotes estan conformados por células epiteliales endocrinas separadas de la porcion
exocrina por una capa de fibras de colagena; miden alrededor de 150 a 200 um de
diametro y se distribuyen en mayor proporcion en la cola del pancreas. En los islotes de
Langerhans se han identificado cuatro tipos de células, en las cuales se secreta

especificamente determinado tipo de hormonas. (Tabla 1)

Tabla 1. Tipos celulares y hormonas de los islotes de Langerhans.

Célula Hormona Localizacion regional predominante
A o alfa Glucagon Cuerpo y cola
B o0 beta Insulina Cuerpo y cola
D o delta Somatostatina Cuerpo y cola
D1 Péptido intestinal vasoactivo
FoPP Polipéptido pancreatico Porcién posterior y caudal de la cabeza
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Interaccioén de las células alfa, beta y delta

La interaccion facilitada por la estrecha cercania de las células de los islotes determina
un efecto paracrino, al parecer importante para el control de la secrecion de cada una de
las células de los islotes.
Se ha sefialado la presencia de comunicaciones a través de canales intracelulares en
sitios de union de las células, que permitirian el paso de secreciones de una a otra célula.
El mismo estimulo que provoca la liberacion de insulina tiene efecto inhibidor sobre las
células alfa, y también sobre la secrecion de las células delta; ademas inhiben la
secrecion de glucagon.

Células B

En su mayor parte se localizan en el cuerpo, la cola y la porcion anterior de la cabeza del
pancreas y constituyen entre el 70 y 80 % de las células endocrinas de los islotes. Su
importancia radica en la produccion de insulina y en la capacidad de secretar amilina o
péptido amiloide de los islotes (PPAI), que se cosecreta con la insulina, lo que ocasiona
concentraciones circulantes alrededor de 10 % de las de insulina. Se encuentran en
cantidades elevadas en el pancreas de muchos pacientes con diabetes tipo 2.
Las altas concentraciones de PPAI disminuyen la captacion de glucosa e inhiben la
secrecion endogena de insulina. Esto ha sugerido que pudieran participar en la
fisiopatologia de la diabetes tipo 2. La administracion de antagonistas de amilina en ratas
hace que disminuya la glucemia y aumenten las concentraciones de insulina, lo que

sugiere que el PPAI puede inhibir tonicamente la secrecién de insulina.

Biosintesis de insulina
El gen que da lugar al inicio de la sefal para la sintesis de insulina se encuentra en la
region p13 del brazo corto del cromosoma 11. Al codificarse la sefial genética en el ARN
mensajero (proceso que dura unos 40 min) se produce un péptido precursor de 109
aminoacidos en el reticulo endoplasmico de la célula beta, la preproinsulina. En un tiempo
no mayor de 30 seqg., este péptido es transformado, por enzimas microsémicas
proteoliticas, a proinsulina. La proinsulina tiene 86 aminoacidos que inmediatamente se
doblan y forman dos cadenas (A y B) unidas a su vez por un segmento conector a la
altura del aminoacido 35. Esta accion es catalizada por la enzima proteinica tiolreductasa
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en el reticulo endoplasmico rugoso. Este péptido es transportado y almacenado en el
aparato de Golgi en forma de granulos cubiertos de clatrina. Después, pierde su cubierta
y por accion de dos endoproteasas, parecidas a tripsina y carboxipeptidasa, que actian
sobre los aminoacidos 3-arginina y 1-lisina, se producen en cantidades equimolares
insulina y una cadena residual de 31 amino4cidos conocida como péptido C. Existe una
pequefia cantidad de proinsulina que se secreta intacta al torrente sanguineo, cuya vida
media es tres 0 cuatro veces mayor que la insulina, la cual se considera que en pruebas
de laboratorio para medicion de insulina puede dar reaccion cruzada, por lo que 3 a5 %
de la “insulina inmunorreactiva” medida en sangre es proinsulina.

La insulina es un péptido conformado por dos cadenas unidas por dos puentes disulfuro.
La cadena A tiene 21 aminoacidos. Otro puente disulfuro intracatenario une a los
aminoécidos 6 y 11. La cadena B tiene 30 aminoacidos con vida media de 3 a 5 min, y es
degradada en su mayor parte (50 %) en el higado, ademas del rifion y la placenta.
Normalmente se secretan de 30 a 40 Ul/dia de insulina en adultos. Las concentraciones
basales son alrededor de 10 pU/ml (0.4 ng/ml o 69 pmol/L), y se incrementan hasta 100
pU/ml (690 pmol/L) en los primeros 8 a 10 min del periodo posprandial (la respuesta es
heterogénea con gran dispersion de valores en sujetos normales). Alcanzan su maximo a

los 30 a 45 min y disminuyen a valores basales a los 90 a 120 minutos.

Control de la secrecion de insulina

El efecto de la insulina en el higado consiste principalmente en promover el anabolismo
por sintesis y el almacenamiento de glucégeno, asi como inhibir su liberacion; aumentan
la recomposicién de triglicéridos, proteinas y VLDL; inhibe la gluconeogénesis y promueve
la glucdlisis. También tiene un efecto inhibidor del catabolismo al bloquear la glucogendlis
y la cetogénesis. En el musculo estimula la sintesis de proteinas y aumenta el transporte
de aminoacidos y la sintesis ribosémica de proteinas. Asimismo, promueve la
conformacién de glucégeno al activar la glucogenosintetasa e inhibir la enzima
glucogenofosforilasa.

En el tejido adiposo, la insulina tiene la capacidad de promover el almacenamiento de
triglicéridos por aumento de la lipasa lipoproteinica, del glicerolfosfato alfa y por inhibicion

de la lipdlisis intracelular de triglicéridos mediante supresion de la lipasa intracelular.
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2.2 FISIOLOGIA DEL ESTOMAGO

ESTOMAGO: Es una porcion ensanchada del tubo digestivo en forma de letra J que se
sitla directamente por debajo del diafragma, en las regiones epigastrica, umbilical e
hipocondriaca izquierda del abdomen.

Su porcion superior es continuacion del eséfago, mientras que la inferior vacia su

contenido en el duodeno, que es la primera parte del intestino delgado.

ANATOMIA: El estomago se divide en cuatro areas: cardias, fondo, cuerpo y piloro. El
cardias rodea al esfinter esofagico inferior, y la porcion redondeada que se sitla por
arriba y a su izquierda es el fondo. Por debajo de este ultimo, esta la porcion central
grande del estobmago, el cuerpo, mientras que la region inferior angosta es el piloro. El
borde medial (interno) concavo del estbmago es su curvatura menor, y su borde lateral
(externo) convexo, la curvatura mayor. El piloro comunica con el duodeno (del intestino

delgado) por medio del esfinter pildrico.

CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS: La pared del estbmago se compone de las cuatro
capas basicas del tubo digestivo. Cuando esta vacio, su mucosa presenta grandes
pliegues o arrugas que pueden observarse a simple vista. El examen microscoépico de la
mucosa revela la presencia de una capa de epitelio cilindrico simple con numerosos
orificios angostos que llegan hasta la lamina propia. Estas depresiones o glandulas
gastricas estan revestidas por varios tipos de células secretoras: cimogenas, parietales,
mucosas Yy enteroenddcrinas. Las células cimogenas secretan el pepsinégeno, precursor
de las enzimas gastricas mas importantes. Las células parietales producen el acido
clorhidrico, que participa en la conversion del pepsindgeno a su forma activa, la pepsina,
asi como el factor intrinseco que participa en la absorcidon de la vitamina Bi,, necesaria
para la formacion de eritrocitos. Las células mucosas, como lo indica su nombre, secretan
moco. En forma conjunta, las secreciones de las células cimogenas, parietales y
mucosas reciben el nombre de jugo gastrico. Las células enteroendocrinas secretan
gastrina estomacal, hormona que estimula la secrecion de &cido clorhidrico y
pepsindgeno que causa la contraccién del esfinter esofagico inferior, aumenta levemente
la motilidad del tubo digestivo y relaja el esfinter pilérico.
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La mucosa es una membrana productora de moco unida a una capa delgada de musculo
visceral. Consiste en dos capas, el epitelio, tejido de revestimiento que esta en contacto
directo con el contenido estomacal, y una capa subyacente de tejido conectivo laxo, la
lamina propia. Por debajo de ésta, se observa una capa de musculo liso conocida con el
nombre de muscular de la mucosa.

La lamina propia se compone de tejido conectivo laxo que contiene numerosos vasos
sanguineos y linfaticos, asi como nodulos linfaticos (foliculos linfoides) dispersos, que son
masas de tejido linfatico no encapsuladas. Esta capa brinda sostén al epitelio, lo une a la
muscular de la mucosa y hace que esté provista de vasos sanguineos y linfaticos. Estos
son los conductos por los que viajan los nutrimentos desde el tubo digestivo a otros
tejidos del organismo. Ademas, el tejido linfatico protege contra enfermedades.

La muscular de la mucosa consiste en fibras de musculo liso que originan la presencia de

pequefios pliegues de la mucosa intestinal y aumentan el area de digestion y absorcion.

La submucosa consiste en tejido conectivo laxo que une a la mucosa a la tercera capa,
la muscular. Es un tejido muy vascularizado que contiene una parte de plexo submucoso
(o de Meissner), mismo que forma parte de la inervacion autbnoma de la muscular de la
mucosa. Este plexo también reviste importancia en la regulacién de las secreciones del

tubo digestivo.

La muscular, incluye tres capas de musculo liso, una longitudinal externa, otra circular
intermedia y una oblicua interna. Esta disposicion de las fibras permite que el estbmago
se contraiga de manera muy diversa para mezclar los alimentos, separarlos en pequefias

particulas, mezclarlos con el jugo gastrico y desplazarlos al duodeno.

La serosa es la capa mas externa y se compone de tejido conectivo y epitelio, la serosa
gue recubre al estbmago es parte del peritoneo visceral. En la curvatura menor, las dos
capas del peritoneo se unen y contindan hacia arriba, hasta el higado, con el nombre de

omento (epiplon) menor.
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2.3FISIOLOGIA DEL RINON

Bases estructurales del rifidon de mamiferos

Las funciones del riidn pueden ser agrupadas del siguiente modo:

@

R @ @ @

Regulacion de la osmolaridad y del volumen del liquido corporal. En esta funcion
los rifiones trabajan de forma coordinada con el sistema vascular y regulan el
volumen extracelular controlando fundamentalmente la excrecién de Na® y agua.
La regulacion de la osmolaridad se realiza a través de la formacion de una orina
concentrada o diluida.

Regulacion del balance de electrolitos, regulando la concentracién plasmatica de
muchos iones como: Na*, K*, Ca**, Mg®*, CI', COsH", PO,*, SO.°.

Regulacion del balance &cido-basico, controlando la cantidad de H* del plasma.
Muchas funciones del organismo son muy sensibles al pH, éste debe mantenerse
dentro de estrechos limites.

Excrecion de productos metabolicos, como: la creatinina, la urea, el acido urico,
etc.

Excrecidn de sustancias extrafias, como: pesticidas, compuestos quimicos, etc.
Gluconeogénisis.

Regulacion de la presién sanguinea.

Eritropoyesis (eritropoyetina). La eritropoyetina estimula la formacién de glébulos
rojos en la médula 6sea.

Activacion de la vitamina D3 (calcitriol que interviene en la reabsorcion de Ca™).

Formacion de orina por la nefrona

Hay tres procesos:

@

@

@

Filtracion glomerular: de agua y solutos no protéicos (Na*, K*, CI', glucosa, urea),
que es el movimiento de fluidos desde la sangre a la luz de la nefrona. Se produce
Gnicamente en la capsula de Bowman.
Reabsorcidén tubular: conforme el material que ha filtrado avanza por el tabulo,
parte retorna al liquido intersticial y de ahi a la sangre de los capilares
peritubulares.
Secreciéon tubular: esta situacion es la opuesta a la anterior, movimiento de
moléculas desde la sangre intersticial y desde ésta a la luz del tubulo.
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2.4FISIOLOGIA DEL HIGADO

HIGADO: Se localiza bajo el diafragma y ocupa la mayor parte del hipocondrio derecho y

una parte del epigastrio, en el abdomen.

ANATOMIA: El higado esta cubierto en su totalidad por peritoneo y de manera completa
por una capa de tejido conectivo laxo subyacente al propio peritoneo. Se divide en dos
I6bulos principales, los I6bulos derecho e izquierdo, separados por el ligamento falciforme
(o suspensorio del higado). Los l6bulos cuadrado y caudado, de posiciones inferiores y
posterior, guardan relacién con el derecho. El ligamento, falciforme es un repliegue del
peritoneo parietal que va desde la cara inferior del diafragma hasta la superior del higado,
entre los dos l6ébulos principales de éste. En el borde libre de dicho ligamento se sitda el
ligamento redondo del higado, que abarca desde el higado hasta el ombligo. Se trata de
un cordon fibroso, resto de la vena umbilical del feto.

La bilis, que es uno de los productos del higado, entra en los canaliculos biliferos, que se
vacian en pequefios conductos. Estos se fusionan y forman los conductos hepéticos
derecho e izquierdo, de mayor calibre, que se unen y salen del higado con el nombre de
conducto hepético comun. A su vez, éste se fusiona con el conducto cistico de la vesicula
biliar y se forma el conducto colédoco. Por ultimo, éste y el conducto pancreatico entran

en el duodeno como uno solo, la ampolla hepatopancreatica (ampolla de Vater).

CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS: Los l6bulos del higado consisten en numerosas
unidades funcionales o lobulillos, observables con el microscopio. Cada uno de los
lobulillos se compone de cordones de células hepaticas (0 hepatocitos), dispuestos en
forma radical alrededor de una vena central. Entre los cordones, se observan espacios
revestidos por endotelio, los sinusoides, por los cuales circula la sangre. Los sinusoides
también presentan un revestimiento parcial de células reticuloendoteliales estrelladas
(células de Kupffer), de actividad fagocitica, que se encargan de la lisis de los glébulos
rojos y blancos desgastados, asi como bacterias. El higado posee sinusoides en vez de

los capilares usuales.
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RIEGO SANGUINEO: El higado recibe irrigacion sanguinea doble. Le llega sangre
oxigenada por la arteria hepatica y sangre desoxigenada, que contiene nutrimentos recién
absorbidos, por la vena porta. Las ramas de estos dos vasos transportan sangre hasta los
sinusoides, donde los hepatocitos captan oxigeno, la mayor parte de los nutrimentos y
ciertas sustancias toxicas. Los nutrimentos se almacenan o emplean en la sintesis de
nuevas sustancias y los compuestos toxicos se almacenan o destoxifican. Los productos
que sintetizan los hepatocitos y los nutrimentos que necesitan los demas tejidos de la
economia se secretan de nuevo en la sangre. Acto seguido, ésta los drena en una vena
central hasta llegar a una vena hepética. A diferencia de otros productos hepaticos, la bilis

normalmente no pasa al torrente sanguineo.

FUNCIONES DEL HIGADO

1. Produce sales biliares, que utiliza el intestino delgado para la emulsificacién y
absorcion de grasas, colesterol, fosfolipidos y lipoproteinas.

2. Junto con las células cebadas, produce el anticoagulante heparina y muchas de las
proteinas plasmaticas, como protrombina, fibrinégeno y albimina.

3. Las ceélulas reticuloendoteliales estrelladas (células de Kupffer) fagocitan los
eritrocitos y leucocitos “viejos”, asi como algunas bacterias.

4. Los hepatocitos poseen enzimas que degradan las toxinas o las transforman en
compuestos menos nocivos. Por ejemplo, cuando se descomponen los aminoacidos
para utilizarlos como fuente de energia, quedan compuestos nitrogenados toxicos
(como el amoniaco), que los hepatocitos convierten en urea. Las concentraciones
moderadas de urea son menos nocivas para el cuerpo y las excretan con facilidad
los riflones y las glandulas sudoriparas.

5. Los nutrimentos recién absorbidos se recolectan en el higado. De conformidad con
las necesidades corporales, éste transforma los monosacaridos excesivos en
glucdégeno o grasas, que son almacenables, o el glucdégeno, grasas y proteinas en
glucosa.

6. El higado almacena glucégeno, cobre, hierro y vitaminas A, Bi,, D, E y K, asi como
algunas sustancias toxicas que no se pueden degradar y excretar. (Se han
detectado altas concentraciones de DDT en el higado de animales incluso en
humanos, que comen frutas y verduras rociadas con este insecticida).
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7. El higado y los rifiones participan en la activacion de la vitamina D.

SECRECION DE LA BILIS: La unidad funcional hepatica son los lobulillos hepaticos, que
poseen en su centro una vena y en la periferia ramas de la vena porta hepética y de la
arteria hepatica. En el interior de estos lobulillos, los hepatocitos estan dispuestos en
laminas hepaticas con una o dos células de espesor, separadas por capilares fenestrados
y sin membrana basal denominados sinusoides, con lo que existe un contacto intimo
entre los hepatocitos y la sangre. La bilis producida por los hepatocitos es segregada a
unos conductos finos denominados canaliculos biliares, que confluyen en conductillos y
éstos, progresivamente, en otros conductos principales (canal de Hering). La sangre
procede en un 80 % de la vena porta hepatica, en la que descargan los capilares del tubo
digestivo (no lo hacen directamente a la circulacién general), y en un 20 % de las arterias
hepéticas. Los hepatocitos toman sustancias de la sangre y segregan una bilis primaria a
los canaliculos, que no se mezcla con la sangre ya que ésta viaja en sentido opuesto por

los sinusoides.

Composicion: La bilis es un liquido isoosmitico con un 97-98 % de agua y pH entre 7.8 y
8.6. Contiene sales biliares (acidos biliares conjugados con glicina y taurina); fosfolipidos,
que solubilizan micelas de colesterol (lecitina, fosfatidilcolina); pigmentos biliares, ademas
de colesterol y algunas proteinas. El color amarillo verdoso se debe a los pigmentos
biliares, que son productos de excreciéon derivados del metabolismo de la hemoglobina
producidos en el bazo, higado y la médula ésea; el higado capta parte de la bilirrubina
circulante y la conjuga con &cido glucurénico, con lo que se vuelve hidrosoluble y puede
segregarse a la bilis. Los pigmentos biliares son la bilirrubina (color rojo anaranjado), la
biliverdina (verde azulado), el urobilindgeno (es incoloro y procede de la transformacion
de la bilirrubina en intestino por las bacterias), la urobilina (amarillo anaranjado) y la
estercobilina (amarillo dorado). Las sales biliares son formas conjugadas de los acidos
biliares (acidos colico y acido quenodesoxicolico que proceden del colesterol) con taurina

o glicina, principalmente en forma de sales catiénicas, sobre todo de Na".
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2.5 FISIOLOGIA DEL INTESTINO DELGADO

La mayor parte de la digestion y absorcion tiene lugar en un conducto de gran longitud, el
intestino delgado. Este se inicia en el esfinter pilorico (piloro) del estébmago, sigue un
trayecto tortuoso por las partes central e inferior de la cavidad abdominal y finalmente se

continda con el intestino grueso. Promedia 2.5 cm. de didmetro y 6.35 m de longitud.

ANATOMIA: El intestino delgado se divide en tres segmentos. El duodeno es su parte
mas corta, se origina en el esfinter pilérico del estbmago y tiene una longitud de 25 cm
antes de continuarse con el yeyuno. Este mide unos 2.5 m de longitud y termina en la
porcion final del intestino delgado, el ileo, que mide unos 3.6 m de longitud y se continta

con el intestino grueso en el esfinter ileocecal.

CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS: La pared del intestino delgado consiste en las
cuatro capas caracteristicas de la mayor parte del tubo digestivo. Sin embargo, tanto la
mucosa como submucosa presentan modificaciones que permiten al intestino delgado
completar la digestion y absorcion.
La mucosa del intestino delgado presenta numerosas depresiones revestidas por epitelio
glandular, las glandulas intestinales (criptas de Lieberkun), que secretan jugo intestinal.
La submucosa del duodeno posee las glandulas duodenales (glandulas de Brunner),
secretoras de un moco alcalino que protege la pared intestinal contra la acciéon de
enzimas Yy facilita la neutralizacibn de sustancias acidas del quimo. Algunas células
epiteliales de la mucosa y submucosa estan transformadas en células caliciformes que
secretan moco adicional.
Dado que casi toda la absorcion de nutrientes tiene lugar en el intestino delgado, su
estructura esta adaptada especialmente para esta funcién. Su longitud, por si sola,
permite disponer de un area de superficie enorme para la absorcion, area que aumenta
todavia mas como resultado de modificaciones estructurales de su pared. El epitelio que
reviste a la mucosa es de tipo cilindrico simple. Sus células, con excepcion de las
transformadas en caliciformes, poseen microvellosidades que son prolongaciones
digitiformes de la membrana plasmatica. El volumen elevado de nutrientes digestivos que
difunde hacia el interior de la pared intestinal se debe a que las microvellosidades
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aumentan el area de superficie de la membrana plasmatica, ademas de incrementar la
disponible para la digestion.

La mucosa del intestino delgado presenta vellosidades, proyecciones de 0.5 a 1 mm de
altura que le confieren su aspecto aterciopelado. El nimero elevado de tales vellosidades
(10 a 40 por milimetro cuadrado) aumenta considerablemente el &rea de superficie
epitelial disponible para la absorcién y digestion. Cada vellosidad tiene un centro de
lamina propia, que es la capa de tejido conectivo de la mucosa. En este tejido, se
encuentran incluidos una arteriola, vénula, red de capilares sanguineos y vaso quilifero
linfatico. Los nutrimentos que difunde a través de las células epiteliales que cubren las
vellosidades, atraviesan las paredes de los capilares y vasos quiliferos para entrar en el

aparato circulatorio y sistema linfatico.

Ademas de las microvellosidades y vellosidades, un tercer conjunto de prolongaciones,
los pliegues circulares, aumenta todavia mas el area de superficie para la absorcion y
digestion. Estos pliegues son rebordes permanentes de la mucosa, de unos 10 mm de
altura. Algunos estan presentes en todo el perimetro intestinal y otros so6lo en una parte.
Los pliegues se inician cerca de la porcién proximal del duodeno y terminan en la porcion
media del ileo. Aumentan la absorcion porque hacen que el quimo describa un
movimiento en espiral, y no en linea recta, a su paso por el intestino delgado. La altura de
los pliegues circulares y vellosidades disminuye en la porcién distal del ileo, de modo que
la mayor parte de la absorcion tiene lugar en duodeno y yeyuno.

La muscular del intestino delgado consiste en dos capas de musculo liso. La externa es
mas delgada y posee fibras longitudinales, mientras que las fibras son circulares en la
gruesa capa interna. Con excepcion de una parte importante del duodeno, la serosa (o

peritoneo visceral) recubre por completo al intestino delgado.
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3. FISIOPATOLOGIA DE LA DIABETES

Definicion

Las concentraciones de glucosa en sangre varian durante el dia. Aumentan después de
cada comida y se recuperan los valores al cabo de las dos horas. Los valores normales
son de 70 y 110 mg/dl de sangre por la mafiana después de una noche de ayuno normal,
resultando menores de 120-140 mg/dl al cabo de dos horas de la ingestion de alimentos o
liquidos que contengan carbohidratos (azucar). Con la edad los valores normales tienden
a aumentar.

La insulina es la responsable del mantenimiento de los valores adecuados de azlcar en
sangre al permitir que la glucosa sea transportada al interior de las células. La elevacion
de las concentraciones de azucar en sangre después de comer o beber estimula al
pancreas para producir la insulina, la cual evita el aumento de estos valores en sangre.

La diabetes mellitus es un trastorno en el que los valores sanguineos de glucosa son
anormalmente altos, dado que el organismo no libera insulina o la utiliza
inadecuadamente. Se presenta hiperglucemia y, como consecuencia, se desarrollan

complicaciones asociadas agudas o crénicas.

Clasificacion
Existen varios tipos de diabetes:
e Insulino dependiente (DMID o tipo I). Tipica de los jovenes.
e No insulino dependiente (DMNID o tipo Il). Tipica de los ancianos.
e Diabetes secundaria o asociada.
e Diabetes gestacional tipica de las embarazadas.

e Tolerancia alterada a la glucosa: enfermos intolerantes a la glucosa.

No obstante, la nomenclatura de la diabetes es mas correcta como tipo | o tipo Il que
como insulino dependiente, puesto que esta Ultima induce a error. La diabetes tipo Il (no
insulino dependientes) requiere de tratamiento insulinico con la evolucion de la
enfermedad, por ello encontramos numerosos pacientes con diabetes tipo I (DM-NID) en

tratamiento con insulina.®
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Tabla 2. Comparacion de la diabetes insulinodependiente con la diabetes no

insulinodependiente.

Diabetes Tipo | Diabetes Tipo Il
Edad de inicio Por lo general durante Con frecuencia edad mayor de 35
la infancia o la pubertad
Estado nutricional en Con frecuencia A menudo se presenta obesidad
el momento de iniciar desnutrido

la enfermedad

Prevalencia 10 a 20 % de los 80 a 90 % de los diabéticos
diabéticos diagnosticados
diagnosticados
Predisposicion Moderada Muy fuerte
genética
Defecto o deficiencia | Células beta destruidas | Incapacidad de las células beta para
gue suprimen la producir cantidades apropiadas de
produccion de insulina insulina; resistencia a la insulina;

otros defectos desconocidos

Diabetes mellitus tipo | (DMID)

Esta originada por la destruccién por mecanismos de autoinmunidad de las células f3
pancreaticas, siendo su velocidad de destruccion variable; asi, puede ser rapida en
algunos individuos (en especial, los nifios) mientras que en otros es lenta (principalmente,
en los adultos). Representa la mayoria de los casos diagnosticados de DMID. En cuanto a
la edad de presentacion, puede ocurrir en cualquier edad aunque lo comdn es que se

presente en nifios o adultos jévenes.

Factores a tener en cuenta para la aparicion de DMID:
Susceptibilidad genética.
Factor ambiental (infeccion virica).
Respuesta inflamatoria del pancreas.

Transformacion de la superficie de las células .

R @ ® R @

Respuesta inmune.
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Diabetes tipo Il (DMNID)

Es la forma mas frecuente de DM, al representar el 80-90 % de los casos, soliendo
debutar con un comienzo insidioso. Se caracteriza por una resistencia a la accion de la
insulina que, generalmente, suele asociarse a un déficit relativo de ésta. Asi, podemos
encontrarnos casos en los que el factor predominante es la resistencia insulinica, mientras
que en otros predomina el déficit de secrecion de insulina.

Aunque puede presentarse en cualquier etapa de la vida, generalmente comienza
después de los 35 afos. Se dispone de considerables evidencias a favor de la existencia
de una fuerte predisposicion genética, si bien este factor genético es complejo,
encontrandose también implicados factores ambientales.

En cuanto a los factores ambientales, éstos juegan un importante papel en el desarrollo
de la DMNID en los sujetos susceptibles. El riesgo de desarrollar este tipo de diabetes
aumenta con la edad, la obesidad y la falta de actividad fisica. Resulta mas frecuente en
mujeres con antecedentes de diabetes gestacional y en sujetos con hipertensién o

dislipemia.

Sintomas

Estos se relacionan con la alta concentracion de azucar en sangre. Cuando los valores
aumentan por encima de 160-180 mg/dl en sangre aparece glucosuria (azUcar en orina);
debido a esto se manifiesta una sensacion anormal de sed (polidipsia) y, dado que se
pierden muchas calorias en la orina, se suele compensar con hambre exagerada
(polifagia). Por todo ello se dice que la diabetes es la enfermedad de las tres “p”, poliuria,
polidipsia, polifagia.

Otros sintomas son somnolencia, visidn borrosa, nauseas y una disminucion de la

resistencia durante el ejercicio fisico.
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4. TRATAMIENTOS HIPOGLUCEMIANTES

El objetivo fundamental en el manejo y tratamiento del paciente diabético,
independientemente del tipo o fase de evolucién en el que se encuentre, es favorecer la
utilizacion adecuada de glucosa durante las 24 horas del dia. Esto evitara trastornos
metabalicos secundarios y con ello las complicaciones y el deterioro del estado general.

Son varios los aspectos que deben vigilarse para obtener un estado fisico y mental
optimo, que permita al paciente desarrollar sus actividades habituales. De gran
importancia es el conocimiento, por parte del paciente, del porqué de su enfermedad, asi
como de cada uno de los detalles relacionados con su control, tanto de los factores
desencadenantes como de las medidas adecuadas para corregir aquellas variaciones en
su estado de salud. La comunicacién entre paciente y médico debe ser constante y
amistosa, ya que esto permitird conocer en forma detallada el tipo de vida, actividades y

costumbres de cada caso en particular.

Las medidas terapéuticas a llevar a cabo dependeran fundamentalmente del tipo de
diabetes de que se trate, ya sea hereditaria 0 secundaria; juvenil o estable; de la edad del
paciente, de su peso, de su actividad fisica diaria, de su situacion emocional y de factores
secundarios agregados y complicaciones del padecimiento. Existen, sin embargo,
medidas que podemos considerar generales y aplicables a todos los casos, entre las
cuales sefialaremos: los habitos de higiene fisica y mental, descanso apropiado, horas de
suefio necesarias, ejercicio fisico rutinario, horario de los alimentos y tratamiento oportuno
de procesos patolégicos intercurrentes capaces de modificar el curso natural de la

enfermedad.

Tabla 3. Objetivos en el tratamiento del paciente diabético.

OBJETIVOS

Los objetivos de tratamiento van encaminados a aliviar y prevenir tanto los sintomas como
las complicaciones de la diabetes.

@ Lograr el bienestar de los pacientes con diabetes mellitus e intolerancia a la
glucosa, aliviando y previniendo los sintomas de la hiper e hipoglucemia.
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@ Evitar o retardar las complicaciones de la diabetes mellitus, logrando un control
metabolico 6ptimo y una reduccion de los factores de riesgo cardiovascular para
cada paciente. Esto incluye el peso corporal, los lipidos y la presion arterial, asi
como los niveles de glucosa en sangre. Dejar de fumar es vital.

@ Detectar el desarrollo precoz de complicaciones, para poder instaurar el
tratamiento en el momento adecuado.

ESTRATEGIAS DE MANEJO

Tratamiento no farmacoldgico Tratamiento farmacoldgico
Educacién para la salud Agentes hipoglucemiantes
Plan alimentario y control de peso Antihiperglucemiantes
Actividad fisica Sensibilizadores de la insulina
Tratamiento conbinado Insulina

Terapia combinada

4.1 TRATAMIENTO NO FARMACOLOGICO

La reduccion de peso, ejercicio y modificaciones de la dieta disminuyen la resistencia a la
insulina y corrigen la hiperglucemia de la diabetes tipo Il en algunos pacientes. No
obstante, la mayoria depende de la intervencidbn farmacol6gica con agentes
hipoglucemiantes orales. A veces se requiere terapéutica con insulina para lograr

concentraciones satisfactorias de glucosa en suero.

PLAN ALIMENTARIO

El primer paso en el tratamiento de la diabetes del adulto joven y del adulto mayor debe
ser la instauracion de un régimen dietético, sobre todo si presenta sobrepeso. En muchos
casos, la pérdida de peso mejora el control glucémico. La mejoria del control metabdlico
como consecuencia de la pérdida de peso, se debe principalmente a una reduccion del

patréon de insulinorresistencia.

PRESCRIPCION DE ACTIVIDAD FiSICA
El ejercicio es un contribuyente principal para controlar el exceso de glucosa en sangre, al
intensificar la sensibilidad de insulina en tejidos periféricos, aumentar la union a dicha

hormona y disminuir la obesidad.
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El ejercicio facilita el control de la glucemia y en combinacion con un plan alimentario
adecuado previene, evita o retrasa la aparicion de la DMNID en las personas con factores
de riesgo asociados a esta enfermedad. El ejercicio logra mejorar a corto plazo la
sensibilidad y disminuir la resistencia a la insulina, beneficios que no son acumulables y
van desapareciendo dias después de interrumpir el ejercicio. El nimero de receptores de
insulina permanece constante con el ejercicio, pero aumenta la union de la insulina a los
adipositos sin que se advierta incremento en la unién a los miocitos. Sin embargo, en
ambos tipos celulares, aumentan con el ejercicio el nUmero y la actividad de proteinas
para trasporte de glucosa. Ello incrementa el transporte de glucosa estimulado por
insulina al interior de estas células después del ejercicio, o cual mejora el control de la
glucemia.

Una caminata a ritmo rapido (vigoroso, que permite platicar), por lo menos durante 30
minutos tres veces por semana (siempre y cuando no haya contraindicacion) puede
proporcionar grandes beneficios para su salud, debido a que en la caminata vigorosa se
utilizan y activan grandes grupos musculares, con lo cual se moviliza y metaboliza gran

cantidad de glucosa.®
4.2. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO

Tratamiento de la DMID: un diabético tipo | depende de insulina exdgena (inyectada)
para controlar la hiperglucemia, mantener concentraciones aceptables de hemoglobina
glucosilada (HbA;.) y evitar la cetoacidosis. [Nota: la tasa de formacion de HbA;. es
proporcional a la concentracion promedio de glucosa en sangre en los meses previos; asi
la HbA;. proporciona una medida de la eficacia del tratamiento para normalizar la
glucemia en diabéticos.] El objetivo de administrar insulina a diabéticos tipo | es mantener
la concentracion de glucosa en sangre lo mas proxima posible a lo normal y evitar
oscilaciones amplias en la glucemia que pueden contribuir a complicaciones a largo plazo.
©)
INSULINA:
Desde el descubrimiento de la insulina, el manejo del paciente diabético sufri6 un cambio
definitivo, su empleo representa la Unica medida terapéutica adecuada en las formas
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labiles de la enfermedad. Esto ha permitido alargar la supervivencia en forma
considerable. Sus usos se limitan al manejo del paciente con diabetes estable que
presenta padecimientos intercurrentes que impiden su manejo con hipoglucemiantes;
asimismo, en el preoperatorio, transoperatorio y postoperatorio de pacientes labiles y
estables, durante el embarazo y en el manejo del descontrol grave.

Tratamiento de la DMNID: La meta en el tratamiento de la diabetes tipo Il es mantener
las concentraciones de glucosa en sangre en limites normales y evitar el desarrollo de
complicaciones de la enfermedad a largo plazo. Para ello se utilizan agentes
hipoglucemiantes orales. El paciente con mayor probabilidad de responder de manera
satisfactoria a los agentes hipoglucemiantes orales es aquel que desarrolla diabetes
después de los 40 afios de edad y la ha padecido menos de 5 afios. Los individuos con
enfermedad prolongada a veces requieren una combinacién de farmaco hipoglucemiante
e insulina para controlar su hiperglucemia. Los agentes hipoglucemiantes no deben

administrarse a personas con diabetes tipo I.

A. Sulfonilureas

El mecanismo de accién de las sulfonilureas incluye:

1. Estimulacion de la liberacion de insulina de las células beta del pancreas.
2. Reduccion de las concentraciones séricas de glucagon.
3. Incremento de la unién de insulina a tejidos efectores y receptores.

Entre los principales farmacos estan:

a) Tolbutamida

b) Derivados de segunda generacion Gliburida y Glipicida
Se administran por via oral, se unen a las proteinas del suero, se metabolizan en el
higado y los excreta el higado o el rifibn. Estos farmacos estan contraindicados en
pacientes con insuficiencia hepatica o renal porque el retardo en la excrecion del farmaco
ocasiona su acumulacion y puede causar hipoglucemia.
La glimepirida es una nueva sulfonilureas de segunda generacion. Fue la primera
sulfonilurea aprobada para el empleo concurrente con insulina, pero carece de ventajas
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adicionales sobre las otras sulfonilureas. Su eliminacion ocurre por la orina y el

excremento. Como todas las sulfonilureas, puede producir hipoglucemia, hiperinsulinemia

y aumento de peso.

B. Biguanidas

En este caso tenemos a la metformina, una Biguanidas

1.

2
3.
4

Difiere de la sulfonilureas en que no estimula la secrecion de insulina.

El riesgo de hipoglucemia es menor que con los agentes sulfonilurea.

Se puede emplear sola o en combinacion con sulfonilureas.

Actua principalmente mediante la reduccion de la salida de glucosa hepéatica, sobre
todo por inhibicion de la gluconeogénesis.

Tiene una gran capacidad para disminuir la hiperlipidemia (las concentraciones de
colesterol de LDL y VLDL descienden y el colesterol de HDL se eleva).

Algunos expertos consideran a la metformina como el farmaco preferido en los diabéticos

tipo 1l recién diagnosticados la metformina se absorbe bien por via oral, no se une a las

proteinas del suero y no se metaboliza. La excrecién tiene lugar a través de la orina. Los

efectos adversos son ante todo gastrointestinales.

C. Inhibidor de la glucosidasa alfa

En fechas recientes se aprobd la acarbosa como un farmaco oral activo para el

tratamiento de pacientes con DMNID y como un posible coadyuvante de insulina para

pacientes con DMIN. La acarbosa inhibe la glucosidasa alfa en el borde en cepillo de las

células del intestino y de este modo disminuye la absorcién de almidones y disacéridos.

En consecuencia la elevacion posprandial de glucosa sanguinea se amortigua.

1. La acarbosa no estimula la liberacién de insulina del pancreas ni incrementa la

accién de la insulina en tejidos periféricos.

Por ello no produce hipoglucemia.

3. Puede utilizarse como monoterapia en los pacientes controlados con dieta o en

combinacion con agentes hipoglucemiantes orales o con insulina.

4. Se absorbe poco.

Sus principales efectos colaterales son flatulencias, diarrea y calambres
abdominales.
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D. Repaglinida

Aungue la repaglinida no es una sulfonilurea, tiene acciones en comun con los farmacos

de este grupo. La repaglinida se fija a los canales de potasio sensibles al ATP de las

células pancreaticas beta, lo que ocasiona la liberacion de insulina.

1.

El tratamiento combinado con metformina es mejor que la monoterapia con
cualquiera de los dos agentes para mejora el control de la glucemia.

Se metaboliza hasta productos inactivos en el higado y su excrecion se efectia
en la bilis.

Aunque puede producir hipoglucemia, al parecer la incidencia de este efecto es
menor que la descrita con las sulfonilureas.

No se informan interacciones farmacolégicas.

Aungue debe establecerse su funcién futura en el tratamiento de la diabetes del

tipo Il

E. Troglitazona y rosiglitazona

La troglitazona es la primera tiazolidinodiona aprobada para el tratamiento de los

pacientes con diabetes del tipo I, en particular en los que la hiperglucemia no puede

controlarse a pesar del tratamiento con insulina.

1. Actian como sensibilizador de la insulina e incrementa las acciones de esta

ultima en el higado y el masculo esquelético.

Reduce la excrecion hepéatica aumentada de glucosa, frecuentemente en los
diabéticos del tipo Il con hiperglucemia.

Promueve la utilizacién de la glucosa dependiente de la insulina en el masculo
esquelético.

La hiperglucemia, la hiperinsulinemia, la hipertrigliceridemia y las
concentraciones elevadas de hemoglobina glucosilada (HbA;c) mejoran.
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Tabla 4. Resumen de los agentes antidiabéticos orales. ©®

Nombre
genérico

Tolbutamida

Clorpropamida

Tolazamida

Glipicida
Glipicida
(de liberacién
prolongada)

Gliburida
(Diabeta,
Micronase)

Gliburida
(Glynase,
PresTab)

Metformina

Acarbosa

Troglitazona

Duracion de

accion Comentarios
(horas)

Sulfonilureas de primera generacion

El higado la metaboliza a un producto inactivo; los
6-12 riflones la excretan; se toma de dos a tres veces
diarias
El higado la metaboliza (~70 %) a metabolitos menos
activos y los riflones la excretan en forma intacta
(~30%); puede potenciar el efecto de la hormona
antidiurética; se toma una vez al dia

El higado la metaboliza en productos activos e
12-24 inactivos; el rindn la excreta; se toma de una a dos
veces diarias

Sulfonilureas de segunda generacion

El higado la biotransforma en sustancias inactivas; el
rifidn la excreta; se toma una a dos veces por dia

60

12-24

La preparacion de liberacion prolongada produce

24 . .
niveles sanguineos constantes

El higado la biotransforma en productos
16-24 predominantemente inertes; es excretada por la bilis y
por los rifiones; se toma de una a dos veces al dia

Las particulas de pequefio tamafio facilitan su rapida

12-24 .,
absorcion

Biguanidas

No se metaboliza; los rifiones la excretan; puede
emplearse sola o en combinacion con sulfonilureas

Inhibidores de la a-glucosidasa

La absorcion yeyunal de nutrientes se vuelve mas
~2 lenta por inhibicion de la a-glucosidasa; se toma con
alimentos

~5.5

Tiazolidinedionas
24 Disminuye la resistencia a la insulina
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4.3 TRATAMIENTO ALTERNATIVO

Con relaciéon a la medicina alternativa que se practica, ésta basicamente se refiere al uso
de la herbolaria y destaca la utilizacion de plantas frescas o secas. Otros recursos
empleados también son los productos industrializados que se adquieren en tiendas
naturistas, que tienen la caracteristica de ser una mezcla de varias plantas las que son
empleadas en forma de té 6 bien extractos de plantas encapsuladas, como en el caso del

ajo y el nopal. ®

Los hipoglucemiantes orales ocasionan multiples efectos adversos

El tratamiento més usado para la DMNID utiliza los hipoglucemiantes orales, pero todos
ellos ocasionan efectos adversos en el organismo. Las sulfonilureas y las meglitinidas,
gue actian como secretagogos de insulina, producen problemas gastrointestinales; las
Biguanidas y los inhibidores de la a-glucosidasa, que disminuyen la absorcion intestinal
de glucosa, ocasionan problemas gastrointestinales, asi como fallas renales y
cardiovasculares. La tiazolidinedionas, que incrementan la captacion de glucosa en los
tejidos blanco (musculo, higado y tejido adiposo), inducen obesidad y osteoporosis. Los
hipoglucemiantes orales revierten insuficientemente la hiperglucemia y fallan a medida
que la severidad de la enfermedad progresa y tarde o temprano el paciente diabético
debe recibir insulina exdgena. Es altamente deseable encontrar agentes antidiabéticos
gue induzcan la captaciéon de glucosa por las células pero que, a diferencia de la insulina
o de hipoglucemiantes orales como las tiazolidinedionas, no estimulen simultdneamente

la adipogénesis.

La herbolaria mexicana es una alternativa para el tratamiento de la diabetes mellitus
La diabetes mellitus es un sindrome que afecta a las personas cada vez mas en todos los
paises del mundo. En México se trata normalmente con los extractos herbarios. El
tratamiento puede ser sobre todo de beneficio considerable durante las fases tempranas
de la enfermedad. Un total de 306 especies tiene archivos de uso popular en el
tratamiento de este sindrome en México. Entre las que tenemos obtusifolia de Cecropia
Bertol (Cecropiaceae) myriochaetum de Equisetum el Schlecht y Cham (Equisetaceae)
panamense de Acosmium (Benth) Yacolev (Fabaceae) ficifolia de Cucurbita Bouch’e
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(Cucurbitaceae) mexicana de Agarista (Hemsl.), Judd. (Ericaeae) veronicaefolia de
Brickellia (Kunth) A. Gray (Asteraceae) aculeata de Parmentiera (Kunth) (Bignoniaceae)
por nombrar algunas.
Sin embargo hay que mencionar que hay enormes huecos sobre el conocimiento de la
toxicologia y farmacocinética de los principios activos asi como el metabolismo de estas
especies.
Se sabe que la Diabetes mellitus es un desorden endocrino que, segun OMS, afecta a
mas de 176 millones de personas en el mundo; en México se estima que el numero de
pacientes diabéticos aumentara de mas de 2 millbn en 2002 a mas de 6 millon en 2030.
Segun los servicios de salud en 2001 la diabetes fue la primera causa de mortalidad entre
la poblacibn mexicana debido a las complicaciones unidas a la diabetes como
enfermedades del corazoén, retinopatias, enfermedades del rifion y neuropatias. En la
Diabetes mellitus se presenta un desorden metabdlico de etiologias multiples que se
caracteriza por una hiperglucemia cronica con perturbaciones de los hidratos de carbono,
grasas y el metabolismo de la proteina, que es el resultado de los defectos en la
secrecion de insulina, la accion de la insulina, o ambos. En México, los pacientes
diabéticos usan las plantas con o sin la medicacion biomédica. Normalmente, pacientes
diagnosticados utilizan tratamientos de medicina tradicional con plantas que compran en
su localidad. En algunos casos, los pacientes usan estos tratamientos en lugar de las
medicaciones convencionales, ya que estas Ultimas aumentan las complicaciones, como
las hospitalizaciones, la cetoacidosis, y las hiperglucemias agudas. En Alemania, estan
disponibles por lo menos dos productos para el tratamiento de diabetes, basado en las
plantas medicinales mexicanas: Hando, Nopal, fabricado por Hando Austria y Sucontral
(Coplachi: el sp de Hintonia.) manufacturado por Harras Pharma, Munich. Ha habido
muchos estudios de las plantas con efecto hipoglucemiante y una gran variedad de
compuestos se han aislado (alcaloides, terpenos, flavonoides, etc.), pero el principal reto
es el desarrollo extenso de la investigacion en las clinicas médicas para conocer los
fitofarmacos adecuados que serian de utilidad para dar los beneficios a los pacientes. En
este contexto, es importante recordar que la metformina, una droga moderna, (una
biguanidina), es derivado de un producto natural activo galegine. Esta es una guanidina
que fue aislada de una planta, el oficinalis de Galega L. que se usO en los tiempos
medievales para relevar la intensa miccién en el diabético.
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5. WEREQUE
La herbolaria mexicana es una alternativa para el tratamiento de la Diabetes Mellitus
Aunque la administracion de insulina o de hipoglucemiantes orales son los tratamientos
farmacoldgicos aceptados en México para el tratamiento de la DM, un alto numero de
diabéticos recurre a terapias alternativas como la herbolaria. Mas de 250 especies
vegetales son usadas en México para el tratamiento empirico de la DM, aunque sélo
algunas de estas plantas se han estudiado experimental o clinicamente.
Los estudios realizados en campo indican que las plantas empleadas en el tratamiento
empirico de la DM son usadas como extractos acuosos principalmente.
Cecropia obtusifolia Bertol, un arbol monopélico de 20 m de alto con amplia distribucion
en las zonas tropicales de nuestro pais es una de las plantas utilizadas tradicionalmente
como antidiabéticas en México. Extractos acuosos de C. obtusifolia disminuyeron en casi
20 % los niveles de glucosa sanguinea en conejos sanos y en ratas tratadas con
estreptozotocina, un farmaco que destruye a las células B pancreaticas productoras de
insulina. El extracto metabdlico de esta planta redujo en 30 % los niveles de glucemia en
ratones sanos. Dos estudios clinicos mostraron que el extracto acuoso de C. obtusifolia
disminuy6 en 15y 17 %, respectivamente, los niveles de glucosa en pacientes en ayuno.
Guazuma ulmifolia, otra planta ampliamente utilizada en el tratamiento empirico de la DM,
es un arbusto de 2 a 15 m de altura distribuido en todo México, conocido comunmente
como “guazima”. Un extracto acuoso de G. ulmifolia disminuy6 en 22.2 % los niveles de
glucosa sanguinea en conejos sanos. Ese mismo estudio indicé que G. ulmifolia presentd
la mayor capacidad hipoglucemiente de 28 planta estudiadas.
Otra especie vegetal usada en el tratamiento empirico de la DMNID es Ibervillea sonorae
una planta trepadora de raiz perenne distribuida en el noroeste de México conocida
popularmente como “Wereque”. El extracto acuso de esta planta redujo en 40 % los
niveles de glucosa en ratones. Este mismo estudio mostr6 que la actividad
hipoglucemiante de esta planta no es afectada por el proceso de decoccion de la raiz.
Teucrim cubense, una herbacea distribuida en el centro sur de México, conocida
comunmente como “agrimonia”, es también ampliamente usada en el tratamiento empirico
de la DMNID. Un extracto acuoso de T. cubense disminuyé en 19.4 % los niveles de

glucosa sanguinea en conejos sanos.
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Por otro lado, Opuntia joconostle y Opuntia leucotricha son dos especies arborescentes
de la familia Cactaceae y de distribucion en el altiplano mexicano. Estas dos cactaceas se
encuentran entre las plantas con mayor uso en México para el tratamiento empirico de la
DM a pesar de que no existen estudios experimentales sobre sus propiedades
hipoglucemiante.

Posibles mecanismos de accién de las plantas antidiabéticas

Las plantas antidiabéticas pueden ejercer sus efectos a través de tres mecanismos
principales:

1) Disminuyendo la absorcion intestinal de glucosa.

2) Estimulando la secrecién de insulina por las células B-pancreaticas.

3) Favoreciendo la incorporacion de glucosa en tejidos blandos (musculo, higado y

tejido adiposo).

A pesar del uso extendido de la C. obtusifolia, G. ulmifolia, I. sonorae, O, joconostle y T.
cubense en el tratamiento empirico de la DMNID, sus principales activos y sus
mecanismos de accién son aun desconocidos. Los resultados obtenidos en estudios con
animales de laboratorio y en estudios clinicos destacan la posibilidad de que las
propiedades hipoglucemiantes de estas plantas puedan atribuirse a un efecto estimulante
de la secrecién de la insulina. ®?
Ibervillea sonorae, conocido como “el wareke”, “el guareke,”, “el wereque” es una
cucurbitacea (familia botanica a la que también pertenecen las calabazas, el melén y la
sandia) que se desarrolla en zonas de clima célido seco con vegetacion desértica; es una
planta trepadora de raiz perenne*, con la presencia de una planta hembra y una planta
macho. La raiz es tuberosa*, puede llegar a alcanzar proporciones sorprendentes y pesar
hasta ocho kilos. (*V)
Se distribuye en los estados de Sinaloa y Sonora en México.
Mayo, Opata, Seri y Yaqui, son algunas de las tribus indigenas que han usado esta planta
tradicionalmente para las dolencias de la piel.
Ignacio Pfefferkorn, un misionero Jesuitico que se pasé 11 afios en la region antigua del
estado de Sonora, menciond que “el wereque” se ha recomendado algunas veces para

el tratamiento de las heridas desde el siglo XVIII.
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La decoccion de la raiz de Ibervilea sonorae es una de las preparaciones
favorablemente usadas como remedio en México para el tratamiento de la diabetes
mellitus.

Sin embargo, hasta ahora, las propiedades antidiabéticas de esta planta no se han
investigado. 9

El sabor del wereque es muy amargo, esta es la razon principal por la cual desde hace
aproximadamente 20 afios se empezé a utilizar para controlar la diabetes. En la
actualidad, su uso para la diabetes se ha extendido a nivel nacional.

La venta del wereque para combatir la diabetes se inici6 a finales de la década de 1980,
particularmente en la ciudad de Hermosillo, Sonora. Para la década de 1990, se
comercializé en un mayor namero de mercados del estado de Sinaloa, en especial en Los
Mochis y Culiacan. Su venta en pequefias cantidades empez6 en 1995 en el centro del
pais. La importancia de esta raiz ha llamado la atenciobn de especialistas que hoy
investigan sus propiedades para tener la certeza de que se trata de una planta de uso
seguro, es decir, no toxica. Aunque los primeros resultados indican su efecto positivo en
el control de la diabetes, aln falta realizar mas estudios.

La raiz de wereque, que se puede extraer todo el afio, se saca de la tierra con la ayuda

de un pico de acero, como los utilizados por los albaiiiles. ¢V

sl
' Eigural:
- Imagen tomada de: Lopez C, Shanley P, Cuba

Cronkleton. 2006. “Riquezas del bosque: Frutas,

remedios y artesanias en América Latina”

Los recolectores venden la raiz a un precio que varia

entre 50 y 60 pesos mexicanos (4.50 y 5.40 ddlares)
por costal. La raiz también se vende pulverizada en capsulas o en pequefias bolsas de
aproximadamente un cuarto de kilo; de una raiz mediana se pueden obtener hasta siete

bolsas de polvo. También se puede adquirir en los mercados regionales de ciudades de
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Sonora, como Ciudad Obregén o Navojoa, asi como en alguna ciudad del centro de
México.

La aceptacion del wereque como un recurso promisorio en el tratamiento de la diabetes
nos lleva a la necesidad de reconocer que hace falta evaluar el riesgo que puede estar
sufriendo la especie al extraerse su raiz, ya que de esa forma se corta el ciclo de vida de
la planta. Ademas de continuar con los estudios para conocer los beneficios y efectos del

wereque en el control de la diabetes. V)

El extracto organico de Ibervillea sonorae (extracto diclorometanico) redujo la glucemia de
manera significativa en ratas con diabetes moderada, pero no en ratas con diabetes
severa, ademas se ha detectado que la planta requiere de la presencia de insulina para

ejercer su accion. ¢

Es necesario tomar en cuenta que Ibervillea sonorae asi como otras plantas usadas
empiricamente como antidiabéticas en México y en el mundo, representan una alternativa
viable para el control de la DM, por lo que su investigacion farmacoldgica y quimica debe

continuarse. ?¥

P A Ibervilles Somorae in its native habitat,

Figura 2. Imagenes tomadas de Julia T. Emerson y William H. Welker. “Algunas notas

en la composiciéon quimica y la toxicidad de Ibervillea sonorae”
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6. REACCIONES ADVERSAS

Las precauciones y la seguridad
No ha habido ninguna evaluacion toxicolégica de la planta, aunque, empiricamente, se
conoce por poseer una accion abortiva. Por esta razén, el wereke nunca debe usarse

internamente, en cualquier formulacion, durante el embarazo y la lactacion.

Interacciones de Iberbillea sonorae con algin medicamento
Aunque falta realizar estudios sobre las posibles interacciones con las drogas
convencionales, ya que es posible que exista una interaccion con hipoglucemiantes como

las sulfonilureas y biguanidinas, por ejemplo cuyos efectos pueden ser aumentados.
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7. ALOXANA

La induccion experimental de diabetes en ratas se logra usando sustancias quimicas que

selectivamente destruyen las células B pancreaticas.

La Aloxana [2,4,5,6-(1H,3H)-pirimidinatetrona, C4H2N,O4] es una sustancia hidrofilica e
inestable, el pH es neutro y su tiempo de vida media es de 1.5 minutos y se prolonga a
temperaturas por debajo de 37 °C. Fue descrita por primera vez por Brugnatelli en 1818.
Wohler y Liebig usaron el nombre “Aloxana” y describieron su sintesis por oxidacion del
acido urico. Las propiedades diabetogénicas de este farmaco fueron reportadas muchos
afos después por Dunn. Sheehan y Mc Leite en 1943, quienes estudiaron los efectos de
su administracion en conejos, reportaron una necrosis especifica de islotes pancreéticos.
Desde entonces, la Aloxana ha sido comunmente utilizada en modelos animales de

Diabetes mellitus insulino dependientes.

H
0 _N 0
= o
~ N -
0 Estructura quimica de la Aloxana.
0

La accién de la Aloxana en el pancreas es precedida por su rapida captacion por las
células B. Formando especies reactivas de oxigeno debido a su reducciéon. La Aloxana
reacciona con dos grupos SH de la glucocinasa, resultando la formacion de enlaces
disulfuro e inactivacion de la enzima. El acido dialtrico se forma como resultado de la
reduccion de la Aloxana, ésta es entonces re-oxidada generando radicales superodxido.
La reaccién entre la Aloxana y el acido dialtrico provoca radicales intermediarios de la
Aloxana (HA) y se forma un compuesto no identificado que absorbe a 305 nm. El dltimo
aparece cuando la Aloxana es reducida por glutation (GSH). Los radicales superédo son
capaces de liberar iones férricos desde ferritina y reducirse entonces a iones ferrosos. El
Fe™ puede también ser reducido por radicales de Aloxana. Asimismo, los radicales

superoéxido sufren dismutacion a peroxido de hidrégeno.

O, + 0O, + 2HY — H,O, + O
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Esta reaccion puede ocurrir espontaneamente o puede ser catalizada por superdxido
dismutasa. En la presencia de Fe?" y peréxido de hidrégeno, el aumento de radicales

hidroxilo reactivos son entonces formados de acuerdo a la reaccion de Fenton.
Fe** + H,0, — Fe* + OH + OH°

Uno de los objetivos de las especies reactivas de oxigeno es el DNA de las células de los
islotes pancreaticos. Su fragmentacién toma lugar en las células B expuestas a la
Aloxana. El dafio al DNA estimula la poli-ADP-ribosilacién, un proceso que participa en la

reparacion de DNA.

La Aloxana eleva libremente la concentracién de calcio en el citosol de las células 3 del
pancreas, induce la entrada del calcio desde fluidos extracelulares, exagerando la
movilizacion de calcio desde almacenamiento celulares y su ilimitada eliminacion desde el
citoplasma. La entrada de calcio se intensifica debido a la despolarizacién que ejerce la

Aloxana, abriendo los canales de calcio de las membranas de las células 3 pancreaticas.

Las exageradas concentraciones de calcio contribuyen a la liberacion suprafisiologica de
insulina y especies reactivas de oxigeno, que causan el dafo de las células B

pancreéaticas. ¥

GKi_g.g.

-SH-HS- |
e Representacion
Acido dial(rico esquematica del

Alloxan HA

mecanismo  de
0. accion de la

Aloxana. 4

0y

1_.. 0 + o;-+2H-—--HiO,+O-;

Fe>+ P— Fez-t-__-_OH.-

bt Aumenta el fujo de Ca2+a partic de fuido extracelular

bt Moviizacion exagerada de Ca2+a partir de amacenamiento extracelular [Caz]i
Aumentado

e Efiminacion imitada de Ca2+a pariir del ctoplesma
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OBJETIVO
Evaluar las reacciones adversas que se producen por la administracion de una infusion
de Wereque en ratas Wistar diabéticas tras la administracion de Aloxana por medio de

estudios histopatolégicos para conocer la seguridad que este producto ofrece a dosis

empleadas como hipoglucemiantes.

OBJETIVOS PARTICULARES

@ Utilizar un modelo experimental de diabetes en ratas Wistar tras la

administracion de un inductor como lo es el Aloxana.

@ Evaluar el posible dafio del Wereque a dosis empleadas como

hipoglucemiante.

HIPOTESIS
Si se administra una infusibn de Wereque a diferentes dosis utilizadas como

hipoglucemiantes, por via oral se producird un dafio en tejido gastrointestinal, renal,

hepatico y pancreético

49



11. MATERIAL

MATERIAL BIOLOGICO

60 Ratas Wistar con pesos de 250-300 gr.

500 gr de raiz seca de Ibervillea sonorae, la cual fue adquiridas en el mercado de

Sonora de la Ciudad de México.

EQUIPO

Balanza para animales

Balanza granataria

Glucémetro marca Roche Modelo ACCU-CHEK Performa

MATERIAL DIVERSO

800 tiras reactivas compatibles con el glucémetro

12 Jaulas medianas

12 Bebederos

Bolsa de basura

Bitacora de resultados

Bata

Guantes de latex

Cubre bocas

Estuche de diseccion

60 Navajas para bisturi

Masking tape

Plumon

2 Frascos de solucion salina

2 juegos de venoclisis

30 Agujas de insulina

30 Jeringas de insulina

Frascos para contencion de érganos
Frascos para contencion de reactivos
Bolsas para desechos biologicos
Bote para punzo cortantes

1 caja de porta objetos
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e 1 caja de cubre objetos
e Frascos para contencion se residuos
e Fibra

e Jabon liquido

FARMACOS
e Solucion de Aloxana

e Hidrato de cloral

REACTIVOS
e Solucién salina

e Liquido fijador de Bouin
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DIAGRAMA DE FLUJO METODOLOGIA

DIVISION DE LOS LOTES

v v v v v v
LOTE 1 LOTE 2 LOTE 3 LOTE 4 LOTE 5 LOTE 6
BCO ALO AW1 AwW2 AW3 w

INDUCCION DE LA DIABETES (2. 3. 4. 5)

v

| ADMINISTRACION DIARIA DE WEREQUE (3. 4. 5. 6) |

v

TOMA DE GLUCOSA EN AYUNO TODOS LOS LOTES

v

CADA 4 DIAS LLEVARA A CABO EL SACRIFICIO
DE 2 RATAS POR CADA LOTE Y REALIZAR LA
INFILTRACION CON ACIDO PICRICO

v

EXTRACCION DE LOS ORGANOS

v

TRATAMIENTO HISTOLOGICO DE LAS MUESTRAS

(DESHIDRATACION, ACLARAMIENTO, INFILTRACION,
INCLUSION, CORTE, MONTAUJE, TINCION, CONSERVACION)

v

OBSERVACION Y EVALUACION
HISTOLOGICA DE LAS LAMINILLAS
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12. METODOLOGIA

1. DISTRIBUIR A LAS RATASEN 6 LOTES DE 10 ANIMALES CADA UNO:

a. Lote 1. Blanco, sdlo alimento y agua. (BCO)
b. Lote 2. Aloxana, administrada con Aloxana y sin ningun tratamiento. (ALO)

c. Lote 3. Aloxana Wereque 1, administrada con Aloxana y con tratamiento 1 de
Wereque (0.4 ml). (AW1)

d. Lote 4. Aloxana Wereque 2, administrada con Aloxana y con tratamiento 2 de
Wereque (0.8 ml). (AW2)

e. Lote 5. Aloxana Wereque 3, administrada con Aloxana y con tratamiento 3 de
Wereque (1.2 ml). (AW3)

f. Lote 6. Wereque, sélo administradas con Wereque (0.8 ml). (W)

2. PREPARACION DE LA SOLUCION DE ALOXANA:

a. Se tomo el peso promedio de los animales para elaborar la solucién de

Aloxana.
b. Peso promedio de las ratas 181.61 gr.
c. Dosis =120 mg de Aloxana/Kg de peso

d. Se realiz6 una regla de 3, si por cada 1000 gr se administran 120 mg entonces

para 181.61 gr son: 21.79 mg.
e. Esta cantidad se necesita en 0.3 ml.
f. Entonces por cada ml se necesitan 72.63 mg.
g. Para que alcance para 50 ratas se prepararon 15 ml.

h. Por lo tanto se pesaron 1.089 gr de Aloxana para preparar 15 ml.

53



3. INDUCCION DE LA DIABETES CON ALOXANA:

a. Se peso cada una de las ratas para llevar a cabo la posoélogia correspondiente.

b. Por ejemplo si una rata tiene un peso de 180 gr entonces le corresponden
0.291 ml de la solucion de Aloxana.

c. A cada rata se le administré la dosis por via intraperitoneal.

4. PREPARACION DE LA INFUSION DE WEREQUE

a. Se pesaron 50 gr. de Wereque.

b. Se pulverizaron en un mortero hasta un polvo fino.

¢. Una vez pulverizados se le colocaron 200 ml de agua.
d. Esta mezcla se llevo a ebullicion.

e. Se filtro

5. ADMINISTRACION DEL WEREQUE

a. Con la infusién de wereque se administro diariamente por 16 dias via oral a la ratas

segun el nimero de lote (0.4, 0.8, 1.2 ml).

b. Esta infusion se preparo cada 3% dia.

6. TOMA DE GLUCOSA:

a. Todos los dias a partir de la administracion de Aloxana se tomaron por las
mafianas los niveles de glucosa a todas las ratas con un glucometro Accu-Chek ®

Performa marca Roche.
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b. Se registraron los datos en una bitacora.

7. METODO DE INFILTRACION CON ACIDO PICRICO Y SACRIFICIO DE LOS
ANIMALES:

a. Se comenzo 4 dias después de la induccion, se tomaron 2 ratas por cada uno de

los lotes (12 ratas en total).

b. Se pes6é cada una de las ratas para anestesiarlas con hidrato de cloral via

intraperitoneal con una dosis de 6.6 ml de hidrato de cloral/Kg de peso.

c. Una vez anestesiada la rata se hizo una prueba de sensibilidad para corroborar
que estuviera en estado profundo de suefio, esta prueba se realiz6 con un
pequefio pellizco en su pata, para comprobar si ésta todavia tenia alguna reaccion

significa de que aun no habia alcanzado un estado profundo.
d. Se repitio el sacrificio cada 4 dias.

e. Una vez en estado profundo de suefio se comenzé a abrir la rata y se llevo a cabo
el método de perfusion, que consiste en utilizar al sistema cardiovascular (corazén

o arterias) como vehiculo para llevar al reactivo fijador a los 6rganos y tejidos.

f. Se abrid la caja torécica, se introdujo una aguja en el corazén y se hizo pasar
solucion salina para llevar a cabo un lavado de los 6rganos, inmediatamente
después se hizo pasar el liquido fijador de Bouin, hasta que el corazon dejo de
latir.

g. Cuando se introdujo la aguja se hizo un corte en la vena femoral para que la

sangre y solucion salina salieran.

h. Después se comenz0 con la extraccion de los organos de interés (Estomago,

Higado, Intestino delgado, Pancreas, Rifiones).

i. El Pancreas y los Rifiones se tomaron completos, pero para el higado y estbmago

se tom6 una muestra de 0.5 cm de grosor por 1.0 cm de altura por 1.5 cm de
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largo aproximadamente. Para dérganos tubulares como el intestino delgado se
tomd una muestra de 2.0 cm de longitud por cada una de las partes del 6rgano.

(Duodeno, Yeyuno, ileon).

j. Cada que se extrajo un érgano éste se introdujo en un recipiente que contenia el
liguido de Bouin (la relacion entre el volumen de solucion fijadora y la cantidad de

muestra deberd ser 1:1; g de peso: ml de fijador).

k. La muestra debié permanecer en este fijador un tiempo minimo de 8 hrs. y un
méaximo de 24 hrs, después del cual se efectu6 un lavado con agua corriente
durante 24 hrs. (6 bien hasta que desaparezca el color amarillo de la muestra);
finalmente, se colocé en alcohol etilico al 70 %, donde podia permanecer por

tiempo indefinido.

8. TRATAMIENTO HISTOLOGICO DE LAS MUESTRAS:

a. Una vez en el laboratorio de histologia se comenz6 con el tratamiento.

b. Se anotaron en la bithcora los siguientes datos: folio, fecha, responsable,

identificacion, érganos, género, fijador, tincién y objetivo.

c. Se tom6 una muestra de cada érgano y se coloc6 dentro de los casetes, después

se marcO con su numero de folio correspondiente para su posterior identificacion.

d. Una vez terminada esta operacion se coloco6 en alcohol al 92 % por 96 hrs.

9. DESHIDRATACION:

a. Se llevo a cabo por medio de microondas, que consiste en sumergir y calentar
todas las muestras de forma consecutiva por 2 minutos y dejar a temperatura

ambiente por 15 minutos.
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@ Alcohol de 92 %, con 2 cambios de 1 hrs. cada uno.
@ Alcohol de 98 %, con 2 cambios de 1 hrs. cada uno.

@ Alcohol absoluto, con 3 cambios de 1 hora cada uno.

10.ACLARAMIENTO:

a. El aclaramiento se llevé a cabo con mondmero de estireno por 2 horas.

11.INFILTRACION:

a. Las muestras se colocaron en parafina para uso histolégico a 60° C en 2 pasos

de 1 hora cada uno.

12.INCLUSION:

a. Una vez que la muestra fue infiltrada se incluyeron en bloques, también con

parafina. Esto se realizd con un dispersor de parafina, marca Thermolyne.

b. Una vez solidificado a temperatura ambiente se obtuvo de esta manera un bloque

de parafina que se llevé al congelador.

13.CORTE:

a. Ya obtenido el bloque de parafina se realiz6 el corte en un micrétomo, el cual
cuenta con una cuchilla de acero que permite realizar cortes entre 4 y 8 um de

espesor.

14 MONTAJE:

a. Los cortes obtenidos con el microtomo se extendieron sobre agua caliente en un
bafio de flotacion de tejidos a 35- 40° C que contiene grenetina diluida para que

los cortes se adhieran.
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b. Antes de colocar la muestra en los portaobjetos se les colocé una gotita de

albumina para evitar que los cortes se despegaran.

c. Una vez que se colocé la muestra en los portaobjetos se paso en una platina

térmica.

15.TINCION: Hematoxilina-Eosina

Para la tincién se llevaron cabo los siguientes pasos de forma consecutiva.
a. La desparafinacion se llevo a cabo con xileno en 2 pasos de 10 min c/u.
b. Hidratacion en alcohol absoluto en 2 pasos de 5 min c/u.

c. Hidratar en alcohol al 96 % en 2 pasos de 5 min c/u.
d. Hidratacion en alcohol al 80 % en 1 paso de 5 min.
e. Hidratacién en alcohol al 70 % en 1 paso de 5 min.
f. Lavado en agua destilada en 2 pasos de 5 min c/u.
g. Sumergir en colorante Hematoxilina de Harris por 7 min.
h. Enjuagar con agua corriente por 2 min.

i. Decolorar en alcohol acido de 5 seg.

j. Enjuagar con agua corriente.

k. Enjuagar en carbonato de litio por 1 min.

|. Enjuagar en agua corriente.

m. Lavar en agua destilada en 2 pasos.

n. Posteriormente aplicar colorante eosina por 15 min.
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Enjuagar en agua corriente en 2 pasos.
Deshidratar en alcohol al 96 % en 2 pasos.
Deshidratar en alcohol al 100 % en 2 pasos.

Aclarar en Xileno en 2 pasos.

16.CONSERVACION:

C.

Una vez coloreada la muestra se le coloc6 una gota de resina sintética.

Posteriormente se puso un cubreobjetos haciendo presién para lograr la

distribuciéon uniforme de la resina.

Finalmente se dejé secar un minimo de 48 hrs antes de la observacion.

17.0BSERVACION:

a.

Se realiz6 la observacién de las laminillas en un microscopio de la marca
OLYMPU modelo BX50 con los objetivos de 10X, 40X, 100X.

18.MANEJO DE RESIDUQS:

a.

Los cuerpos de las ratas se envolvieron en papel periddico y se colocaron en
las bolsas amarillas especiales para residuos biolégicos con sus
correspondientes etiquetas y se congelaron para posteriormente llevarlas a su

incineracion.

El liquido de Bouin se coloco en frascos perfectamente etiquetados los cuales

permaneceran en el laboratorio de Histologia hasta su posterior desecho.

19.EVALUACION HISTOLOGICA:
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Consistio en la evaluacion de los 6érganos de cada lote, se asignd un valor numérico a los
dafios observados, el grado se evalu6 en SCPA 0, LEVE 1, MODERADO 2, SEVERO 3.
La distribucion se evalu6 en SCPA 0, FOCAL 1, DIFUSA 2, MULTIFOCAL 3. La
observacion se llevd a cabo con dos calificadores, obteniéndose la media y el error

estandar.

Este trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Farmacologia de campo 1, en el Bioterio de
campo 1, y en el Laboratorio de Histologia de campo 4 de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan Izcalli de la Universidad Nacional Autonoma de México.

Las materias relacionadas con esté trabajo son Farmacologia, Bioquimica, Productos

Naturales y Morfofisiologia.

13. RESULTADOS
SIGNOS CLINICOS

Tabla 5. Signos clinicos que presentaron las ratas durante la experimentacion.

Tratamiento | Identificacion Observaciones

W Mi Intestino lleno de aire

Intestino con aire

Co Pancreas de un color blanquecino palido
AW1 Presencia de diarrea
CaPd Poliuria

Fisicamente deébil, postrada, sin movimiento
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Md, Co MURIERON
CaMi Fisicamente débil, postrada, sin movimiento
AW?2
Pd, Ca MURIERON
Hinchamiento en todo el tronco superior
Diarrea
CaPd Visceras hemorragicas, sin contenido de alimento
Mucosa gastrica hemorragica
Riflones congestionados
AW3 Md Presenta heces semiliquidas, mal olor y amarillas
Fisicamente débil, postrada, sin movimiento
Lo Diarrea
No puso ninguna resistencia a la anestesia
Co MURIERON
ALOXANA | Ca, CaMi, Pd MURIERON

Con los datos obtenidos de la observacion de las laminillas se evalu6 el dafio en cada uno

de los érganos
En cuanto al grado fue:

e 0 normal

e 1leve

e 2 moderado
e 3 severo

En cuanto a la distribuciéon fue

0 normal

1 focal

2 difuso

3 multifocal
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Posteriormente se utilizo el Programa Statgraphics en donde se llevé a cabo un analisis
de varianza. Con el error obtenido del analisis de varianza y las medias de cada uno de
los grupos se realizaron las pruebas estadisticas de:

e Fisher
o Tukey
e Dunnet

Para una mayor claridad en los datos se realiz6 también un método estadistico no
paramétrico que es la prueba de:

e Kruskal-Wallis

Obteniéndose los siguientes resultados.

En las tablas se observan los resultados obtenidos de las diferentes pruebas estadisticas
algunas pruebas muestran un cambio significativo entre los lotes, sin embargo no es la
misma para las 3 pruebas realizadas. La primer columna indica la comparacion entre los
lotes (x1) indica la media 1 o lote 1 comparada con (x2) es decir la media 2 o el lote 2. Se
realizaron las 15 combinaciones posibles entre los lotes. Cabe mencionar que para la

prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis se compararon las medianas.

Se tomdé como:

lote 1 Blanco (BCO)

lote 2 Aloxana (ALO)

lote 3 Wereque (W)

lote 4 Aloxana con Wereque en la tratamiento 1 (AW1)
lote 5 Aloxana con Wereque en la tratamiento 2 (AW2)
lote 6 Aloxana con Wereque en la tratamiento 3 (AW3)

La grafica muestra el cambio en cada uno de los lotes. En el eje X se muestran los 6
diferentes lotes, en el eje Y se indica el dafio y el grado de éste en cada uno de los
diferentes lotes. (Estas grafica se tomaron del programa Statgraphics).
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13.1 PANCREAS
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C. Numero de islotesen 5 \ / y el \
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Figura 1. Graficos que muestran los cambios observados en el Pancreas durante la
experimentacion. A) Muestra la acidofilia presente en los islotes pancreaticos de todos
los lotes con excepcion del lote blanco que no muestra la acidofilia. B) En este grafico se
muestra el tamafio de los Islotes en los diferentes lotes, como se observa en el lote
Wereque hubo un tamafio mayor de los islotes. C) En este grafico se muestra el numero
de islotes en 5 campos de 10x, como se puede ver en el lote Wereque se encontré un
mayor niumero de islotes. D) Se observa la degeneracion de los islotes, en los lotes a los
gue se aplico el inductor de diabetes se observa una mayor degeneracion.

Tabla 6. Muestra los resultados de las 4 pruebas estadisticas
con respecto alos cambios en el Pancreas.

\ | Fisher | Tukey | Dunnet | Kruskal wallis |
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Acidofilia
x1-x2 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
x1-x3 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
x1 - x4 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x1 - x5 | nohay | no hay | dif sig no hay
x1 -x6 | no hay | no hay | dif sig dif sig
Tamafio Islote
x1-x3| difsig [nohay | difsig |  dif sig
# Islotes en 5 campos en 10X
x1-x3 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
x2 -x3 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x3 -x4 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x3 - x5 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x3 -x6 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
Degeneracion necrosis
x1 -x2 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
x1-x4 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
x1 -x6 | no hay | no hay | dif sig no hay
x2 -x3 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x3 -x4 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
x3 -x5 | no hay | no hay | dif sig no hay
x3 -x6 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
13.2 HIGADO
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Figura 2. Graficos que muestran los cambios que se observaron en el Higado durante la
experimentacion. A) En esta gréfica podemos observar que la congestion se observo en
todos los lotes con excepcién del lote blanco, sin embargo no hay una diferencia
significativa entre los lotes con tratamiento y éste, se ve en todos los cambios que

ocurrieron a nivel de higado.

B) Se observa la congestion en la distribucion que se

observo en el higado y lo mismo que en el grado, no hay una diferencia significativa entre
los lotes con tratamiento. C) Este grafico nos indica el hinchamiento en grado que se
observo en el higado. Todos los lotes con respecto al blanco tienen una diferencia
significativa, sin embargo no la hay entre los lotes con tratamiento.

Tabla7. Muestra los resultados de las 4 pruebas estadisticas
con respecto a los cambios observados en Higado.

Dunnet | Fisher | Tukey | Kruskal-Wallis
Congestién Grado
x1-x2 | difsig | dif sig | no hay dif sig
x1-x3 | difsig | dif sig | dif sig dif sig
x1-x4 | difsig | no hay | no hay no hay
x1-x5| difsig | dif sig | no hay dif sig
x1-x6 | difsig | dif sig | no hay dif sig
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13.3 RINON

Congestion Distribucion
x1-x3 | difsig | dif sig | no hay dif sig
x1-x5| difsig | dif sig | no hay dif sig
x1-x6 | difsig | dif sig | no hay dif sig

Hinchamiento Grado
x1-x2 | difsig | no hay | no hay no hay
x1-x3| difsig | dif sig | no hay dif sig
x1-x4 | difsig | dif sig | no hay dif sig
x1 -x5 | difsig | no hay | no hay no hay
x1-x6| difsig | dif sig | no hay dif sig

-
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Figura 3. Graficos que muestran los cambios que ocurrieron en el Rifion durante la
experimentacion. A) Este grafico nos indica una diferencia significativa entre los lotes
blanco y aloxan y entre el lote aloxan contra AW3. Lo que nos indica que el mayor dafio
ocurrié en el lote aloxan y que no ocurrié dafo en el lote AW3. B) Este grafico nos indica
un mayor dafo en el lote aloxan y una diferencia significativa entre este lote y el lote AW2
y AW3. C y D) En estos graficos se observa que el mayor dafio en cuanto a una
degeneracion grasa tanto en grado como en distribucion la muestra el lote AW3, es decir
el que tenia el inductor y el tratamiento con la concentracion mas elevada.
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Tabla 8. Muestra los resultados de las 4 pruebas estadisticas
con respecto alos cambios en Rifiéon.

| Dunnet | Fisher | Tukey | Kruskal-Wallis
itis membranosa Grado
x1-x2 | difsig | no hay | no hay no hay
x2 -x6 | difsig | dif sig | no hay dif sig
itis Membranosa Distribucion
x1-x2 | difsig | dif sig | no hay dif sig
x2 - x5 | dif sig | no hay | no hay no hay
X2 -x6 | difsig | dif sig | no hay dif sig
Degeneraciéon albuminosa Distribucion
x1-x2 | difsig | dif sig | no hay dif sig
x2 -x3 | difsig | dif sig | no hay dif sig
Degeneracién grasa Grado

x1-x6| difsig | dif sig | no hay no hay
x2 -x6 | dif sig | dif sig | no hay dif sig
x3-x6 | difsig | dif sig | no hay dif sig

Degeneracién grasa Distribucion
x1-x6 | difsig | no hay | no hay no hay
X2 -x6 | difsig | dif sig | no hay dif sig
x3-x6 | difsig | dif sig | no hay dif sig

13.4 ESTOMAGO
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Figura 4. Graficos que muestran los cambios ocurridos en el estbmago durante la
experimentacion de todos los lotes.

A) Este grafico nos muestra la congestién que se encontré en estbmago y que solo los
lotes que llevaban el wereque son los que muestran una diferencia significativa con
respecto al blanco y al lote control diabético, pero también hay una diferencia significativa
con el lote que sélo llevaba el producto natural y los que llevaban los 2 productos. B) Nos
muestra la congestion con respecto a la distribucion. El grafico nos muestra que el dafio
mas grava lo presentaron los lotes que llevaban los 2 productos ya que el andlisis
estadistico muestra una diferencia significativa entre los lotes blanco, aloxana y wereque
con los lotes que llevaban los 2 productos. C) En cuanto a la hipersecrecion encontramos
que en el estobmago, la mayor fue en el lote wereque, en menor grado el lote AW3 y
diferencia significativa con respecto al blanco. En cuanto al lote ALO so6lo hay diferencia
significativa con respecto al lote W y el lote W presenta diferencia significativa con
respecto al lote AW2. D) Esté grafico nos muestra una diferencia significativa del lote W
con respecto al BCO. En cuanto al lote ALO con respecto al W se encontré una diferencia
significativa. E) En cuanto a la hemorragia grado encontramos que el lote blanco y el lote
AW?2 son muy parecidos y con respecto al lote blanco s6lo hay diferencia significativa con
el lote W y ya que el lote blanco y AW2 se parecen. También hay diferencia significativa
ente W y AW2. F) El gréfico con respecto a la hemorragia distribucion muestra los
mismos resultados que se encontraron en la hemorragia grado. G) En esté gréfico
podemos observar que hay una diferencia significativa entre el lote blanco y todos los
demas lotes con excepcidén del lote ALO, es decir con todos los lotes a los que se
administré el producto natural. H) En cuanto al desprendimiento en la distribucion
encontramos las mismas observaciones que para el grado. |I) En este grafico se puede
observar que el lote con mayor dafio fue el lote wereque y los demas lotes se mantuvieron
constantes por lo que hay una diferencia significativa entre el lote W y el lote blanco. J)
Esté grafico muestra los mismos resultados que se observaron en la destruccion del
epitelio grado.

Tabla 9. Muestra los resultados de las 4 pruebas estadisticas con respecto a los
cambios en Estobmago.

| Fisher | Tukey | Dunnet | Kruskal-wallis
Congestion Grado
x1 - x3 | dif sig | no hay | dif sig | no hay
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x1 - x4 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x1-x5 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x1 - x6 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x2 - x3 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
X2 - x4 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x2 - x5 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
X2 - X6 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x3 - x4 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x3 - x5 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x3 - x6 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
Congestion Distribucion
X1 - x4 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x1-x5 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x1-x6 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
X2 - x4 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x2 - x5 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
X2 - x6 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x3 - x4 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x3 - x5 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
x3 - x6 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
Hipersecrecion Grado
x1 - x3 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
x1-x6 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
X2 - x3 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
x3 - x5 | dif sig | no hay | dif sig dif sig

| Fisher | Tukey | Dunnet | Kruskal-wallis

Hipersecrecion Distribucion

x1 - x3

| dif sig | no hay | dif sig | dif sig
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x1 - x4 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
x2 - x3 | dif sig | no hay | dif sig no hay
Hemorragias Grado
x1-x3 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
x3 - x5 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
x5 - x6 | no hay | no hay | dif sig no hay
Hemorragias Distribucién
x1 - x3 | dif sig | no hay | dif sig no hay
x3 - x5 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
x5 - x6 | dif sig | no hay | dif sig no hay
Desprendimiento del epitelio Grado
x1 - x3 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
x1 - x4 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x1-x5 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
x1 - x6 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
X2 - x4 | no hay | no hay | dif sig no hay
X2 - X6 | no hay | no hay | dif sig no hay
Desprendimiento del epitelio Distribucion
x1 - x3 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
x1-x5 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
x1 -x6 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
Destruccién del epitelio Grado
x1 -x3 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
x3 - x5 | no hay | no hay | dif sig no hay
Destruccidn del epitelio Distribucion
x1 - x3 | dif sig | no hay | dif sig dif sig
x3 - x5 | no hay | no hay | dif sig no hay

13.5 INTESTINO
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Figura 5. Gréficos que muestran los cambios ocurridos en el intestino durante la
experimentacion de todos los lotes. A) Este grafico nos muestra que el mayor dafio se
encontro en el lote AW1 y los demas permanecieron constantes por lo que la diferencia
significativa la encontramos entre AW1 y los lotes (ALO, AW2, AW3). No se muestra una
diferencia significativa en los lotes BCO y W a pesar de ser muy parecidos los resultados.
B) En cuanto al acortamiento en la distribucion encontramos los mismos resultados que
en el grado, sin embargo, aqui si se encontrd diferencia significativa ente el lote AW1 vy el
lote BCO. C) Este grafico nos muestra una diferencia significativa entre el lote blanco y los
lotes (AW1, AW2, AW3), en los lotes W y los lotes (AW1, AW2, AW3) y también entre el
lote ALO y los lotes (AW1, AW2, AW3)es decir la diferencia significativa fue entre los lotes
combinados y los que estaban solos.

Tabla 10. Muestra los resultados de las 4 pruebas estadisticas
con respecto alos cambios en Intestino.

Fisher | Dunnet | Tukey | Kruskal-Wallis

Acortamiento Grado
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x1-x4 | nohay | difsig | nohay no hay
x2 - x4 | dif sig | dif sig | no hay dif sig
x4 - x5 | dif sig | dif sig | no hay dif sig
x4 - x6 | dif sig | dif sig | no hay dif sig
Acortamiento Distribucién
x1-x4 | dif sig | dif sig | no hay no hay
X2 - x4 | dif sig | dif sig | no hay dif sig
x4 - x5 | dif sig | dif sig | no hay dif sig
x4 - x6 | dif sig | dif sig | no hay dif sig
Descamacién Distribucién
x1-x4 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x1-x5 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x1-x6 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x2 - x4 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x2 - x5 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x2 - x6 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x3 -x4 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x3-x5 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
x3 -x6 | dif sig | dif sig | dif sig dif sig
14. DISCUSION

Segun datos de la OMS, mas del 70 % de la poblacion mundial tiene que recurrir a la
medicina tradicional, como Unica alternativa a su alcance para resolver sus principales

problemas de salud. ®
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Esto ha motivado la realizacion de estudios experimentales y clinicos encaminados a la
validacion cientifica de las propiedades medicinales que la poblacion en forma empirica
atribuye a muchas plantas.

Existe la falsa creencia de que las plantas medicinales no producen reacciones adversas
por ser naturales. En muchas ocasiones las cosas no son asi, las plantas mismas o sus
combinaciones no son tan conocidas su uso en personas que no las toleran puede ser
peligroso. Con las plantas medicinales se asocian en patrticular ciertos problemas como
intoxicaciones por una identificacion erronea de la planta; contaminacién del producto con
microorganismos, con otras plantas, con productos quimicos, metales pesados, con otros
farmacos o con alérgenos. También se pueden dar variaciones en el contenido de los
principios activos dependiendo de la estacion de recoleccion, la zona, las condiciones de
crecimiento o parte de la planta usada. Por Gltimo, pueden producirse interacciones con
medicamentos, con alimentos o con otras plantas medicinales. ¢V

Los efectos que se van a producir seran sinérgicos, antagonicos, disminuiran o
aumentaran el metabolismo, etc. ¢V

En manos de los profesionales farmacéuticos esté la tarea de contribuir con su labor
diaria y sus esfuerzos al logro de la educacion de la comunidad y de muchos
profesionales de la salud en este tema para, de esta forma, garantizar el bienestar del
paciente y elevar su calidad de vida. Asi como contribuir al uso eficaz, seguro y racional
de las plantas medicinales, importantes para la conservacién y proteccion del medio
ambiente. ¢®

Ibervillea sonorae posee compuestos hidrosolubles que estimulan la incorporacion de
glucosa por el tejido adiposo utilizando una via de sefalizacion parcialmente distinta a la
de la insulina y sin inducir la adipogénesis en preadipocitos humanos. Los potentes
efectos hipoglucemiantes del extracto acuoso de Ibervillea sonorae, aunados a su
carencia de efectos proadipogénicos en células humanas, sugieren que |. sonorae
representa una alternativa para la bisqueda de nuevos compuestos antidiabéticos. "
PANCREAS

Degeneracion: Se observa que en los lotes administrados con Aloxana hubo una

degeneracion de los islotes, este resultado era de esperarse ya que como sabemos la
Aloxana eleva libremente la concentracion de calcio en el citosol de las células B del
pancreas, induce la entrada del calcio desde fluidos extracelulares, exagerando la
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movilizacion de calcio desde almacenamiento celulares y su ilimitada eliminacion desde el
citoplasma. La entrada de calcio se intensifica debido a la despolarizacion que ejerce la
Aloxana, abriendo los canales de calcio de las membranas de las células B pancreaticas.
Las exageradas concentraciones de calcio contribuyen a la liberacion suprafisiol6gica de
insulina y especies reactivas de oxigeno, que causan el dafo de las células B
pancreéaticas. ¥

Cabe mencionar que el dafio mostrado en los lotes a los que se les administré wereque
fue menor que el dafio en los lotes con so6lo Aloxana, sin embargo en el analisis
estadistico no hubo diferencia significativa entre los lotes mencionados, por o que no se
puede decir que con el wereque haya habido una proteccién a nivel de los islotes

pancreaticos.

HIGADO

Recordemos que el higado es el 6rgano encargado de eliminar quimicos, alcohol, toxinas
y medicamentos del torrente sanguineo; en donde los hepatocitos poseen enzimas que
degradan las toxinas o las transforman en compuestos menos nocivos.

Entre las sustancias que pueden dafiar al higado se encuentran medicamentos, drogas
ilegales y remedios a base de plantas medicinales. En el peor de los casos, la toxicidad
puede causar insuficiencia hepética aguda, la cual requiere un trasplante de higado y en
ocasiones resulta mortal. ¢%

Después de la administracion de aloxana y la ingesta diaria del wereque, éstos son
transportados en el torrente sanguineo desde los intestinos al higado, donde se
metabolizan o descomponen en sustancias quimicas activas y productos derivados
(metabdlitos). Algunos de estos metabdlitos resultan toxicos para el higado. Finalmente
los derivados se excretan en la bilis y se eliminan mediante las heces o la orina. ¢

Otra explicacion son las interacciones que aparecen cuando un farmaco o una planta
medicinal, e incluso un alimento como el jugo de naranja o toronja acelera o ralentiza el
metabolismo de otro. Si una sustancia inhibe a las enzimas hepéaticas, se relentiza el
procesamiento de los farmacos o plantas medicinales y los niveles del quimico en el
cuerpo pueden aumentar demasiado, intensificando la toxicidad y los efectos secundarios.

Si se metabolizan multiples farmacos o plantas medicinales a través de una via
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compartida, puede producirse un bloqueo del metabolismo, ya que todos los quimicos
compiten por las mismas enzimas. %

Ciertos quimicos destruyen las células hepaticas (necrosis hepatocelular) y ocasionan
lesiones hepaticas agudas. Por ejemplo la eritromicina y determinados esteroides, pueden
obstaculizar el flujo biliar, causando coléstasis. Algunos producen dafio hepético cronico,
cirrosis, hipersensibilidad o reacciones alérgicas, acumulaciéon de grasa en el higado
(esteatosis), reacciones inmunitarias o lesiones en los vasos hepaticos. Determinados
quimicos pueden ocasionar incluso tumores en el higado.

Por lo que al estar administrando un quimico como lo es la Aloxana y un producto natural
como lo es el wereque, el higado era uno de los principales érganos donde se observaria
un dafilo como lo es la congestién y el hinchamiento en los hepatocitos ya que el lote
blanco fue el Gnico que no tuvo dafio. En este caso no podemos atribuir a la aloxana o al
wereque el dafio ya que en el andlisis estadistico no mostré una diferencia significativa
entre estos lotes.

En una de las ratas se encontré un cuadro de cirrosis, sin embargo, fue un caso aislado,
esto se puede explicar porque cada organismo tiene su propio ritmo para procesar las
sustancias en el higado, algunos los metabolizan con rapidez y otras lentamente. Estas
diferencias son principalmente genéticas: por ejemplo, algunas tienen menos enzimas en

los hepatocitos que otras. ¢

RINON
Para conocer un dafio en la funcién renal se debe conocer la velocidad de filtracion
glomerular, asi como realizar pruebas como lo son comprobacién de proteinas y albumina
en la orina o bien una medicién de creatinina en suero. Recordemos que los rifilones
sanos eliminan los desechos de la sangre pero dejan las proteinas. Puede que los rifiones
dafados no logren separar de los desechos una proteina de la sangre llamada albumina.
Esto nos proporcionaria una idea del deterioro en la funcion renal (con la ayuda de una
tira reactiva que nos ayude a indicar la presencia o ausencia de proteinuria).
La creatinina es un producto de desecho en la sangre creado por la descomposicion
normal de las células musculares durante la actividad. Los riflones sanos sacan la
creatinina de la sangre y la pasan a la orina para eliminarla del cuerpo. Cuando los
rifones no estan funcionando bien, se acumula creatinina en la sangre. La medicion de la
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relacion entre albumina y creatinina deberé usarse para detectar la enfermedad renal en
personas con alto riesgo, especialmente en aquellas con diabetes o presion arterial alta.
La sangre lleva proteinas a las células de todo el cuerpo. Después de que las células
usan las proteinas, el producto de desecho restante regresa a la sangre como urea, un
compuesto que contiene nitrégeno. Los riflones sacan la urea de la sangre y la ponen en
la orina. Si los rifilones de una persona no estan trabajando bien, la urea permanecera en
la sangre.

Sin embargo en el presente trabajo so6lo se evaluaron los dafios en la morfologia de este
organo.

En Rifidn se encontré una itis membranosa la cual fue severa en el lote aloxana, en
cuanto a los demas lotes a pesar de habérseles administrado la aloxana no presentaron
dafo severo sino entre leve y moderado, lo que se podria explicar como una reaccion de
tipo antagonismo entre el wereque y la aloxana y se corrobora con el analisis estadistico
el cual si muestra una diferencia significativa entre el lote con sélo aloxana y el lote AW3.
Sin embargo el lote que sélo llevaba wereque presento un dafio leve. Por lo cual en este

caso no se puede explicar si el dafio fue provocado por el wereque o por la aloxana.

En cuanto a la degeneracion, encontramos el mayor dafio en el lote aloxana con respecto
al lote blanco; el andlisis estadistico muestra una diferencia significativa y es con la Unica
lo que nos indica que la aloxana también provoca un dafio a nivel de rifibn y como en la
itis membranosa, los demas lotes a pesar de habérseles administrado aloxana no
muestran este dafio severo sino solo moderado. En este caso también nos habla de una

reaccion de tipo antagonica.

Con respecto a la degeneracion grasa encontramos que al lote que se le administro la
aloxana y se le aplicé el wereque en mayor concentracion presenta un dafio severo, lo
gue se podria explicar como un dafio con respecto a una reaccion de tipo sinergismo, es
decir, que con la combinacion de las 2 sustancias aumento el dafio.

ESTOMAGO

En cuanto a la congestion observada a nivel de estbmago encontramos un dafio severo
en los lotes a los que se les administrd la aloxana y se les aplico el wereque, es decir, a
los lotes que llevaban una combinacion; ya que los lotes ALO, W que solo llevaban una
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sustancia no presentaron dafio. Esto lo corroboramos con el analisis estadistico el cual
muestra una diferencia significativa entre todos los lotes solos y todos los lotes
combinados, por lo que en este caso se observa una reaccion de tipo sinergismo en
donde la aplicacién de las 2 sustancias incremento el dafio ocurrido en el estbmago. En

este caso, la congestion no se puede atribuir ni al wereque ni a la aloxana.

Con respecto a la hipersecrecion, al parecer no hay una relacion entre los lotes
combinados y los lotes sdlos, en este caso s6lo observamos una mayor secrecion a nivel

estomacal en el lote wereque o por lo menos fue el que presenté mayor dafio.

En cuanto a las hemorragias observada en estbmago no se encontré ninguna diferencia

significativa entre los lotes, s6lo que hubo un dafio severo en el lote wereque.

En el desprendimiento del epitelio, a pesar de haberse observado en todos los lotes
excepto en el lote blanco, se encontrd que los lotes a los que se les administré el wereque
tuvieron un mayor dafio y el andlisis estadistico mostr6 que hubo una diferencia
significativa con respecto al lote blanco y al lote aloxana. En este caso nos habla de que

si hay un dafio provocado por el wereque.

En cuanto a la destruccion del epitelio, nuevamente encontramos que el mayor dafio fue
en el lote wereque, pues en los demas lotes a pesar de habérseles administrado el
producto natural no se encontré una diferencia significativa con respecto al lote blanco, lo

gue nos habla de un dafio que también esta siendo provocado por el wereque.

Es sabido que antes de producirse una Ulcera gastrica se encuentran hemorragias y
destruccion del epitelio, esto fue lo que se encontré6 en las ratas y con el andlisis
estadistico comprobamos que estos dafios fueron provocados por el wereque. Una razén
para explicar estos dafios es el ayuno qué tuvieron las ratas ya que estaban fisicamente
débiles, postradas, sin movimiento, razén por la que ya no comian ademas de
encontrarse el alimento en las jaulas. La debilidad en las ratas la podemos explica por la
manipulacion a la que fueron sometidas (administracion diaria del wereque a la que
ponian mucha resistencia debido al mal sabor) ademas de los niveles de azucar tan
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elevados que tenian. Sin embargo, si esta fuera la razén este dafio se hubiera encontrado
en todos los lotes, pero el dafio mas grave se encontré en el lote que sélo tenia wereque.

Normalmente, el revestimiento del estbmago y del intestino delgado esta protegido contra
los &cidos irritantes producidos en el estbmago. Si este revestimiento protector deja de
funcionar correctamente y se rompe, ocasiona inflamacion, asi como hemorragias. Tal vez

de alguna manera el wereque afecta la estimulacion de la secrecién de histamina.

INTESTINO

En el acortamiento en las vellosidades del intestino se encontré que en el lote wereque
hay una diferencia significativa con respecto al blanco pero sin ser la de mayor dafio ya
que en el lote AW1 se encontr6 el mayor dafio de todos los lotes también con una
diferencia significativa con respecto al blanco. Aunque en este caso no se puede asegurar
que el dafio fue provocado sélo por el wereque.

En la descamacion se encontr6 que en los lotes combinados hubo una diferencia
significativa con respecto a todos los lotes a los cuales solo se les administré una cosa

por lo que se puede decir que en este caso el dafio fue provocado por una relacién de tipo

sinergismo, es decir, que con la combinacién de las 2 sustancias aumento el dafio.

15. CONCLUSIONES:
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e Por lo general, las hierbas medicinales se utilizan para tratar sintomas leves o
pasajeros, 0 como tratamiento preventivo; no obstante, también puede detectarse
un uso de estas hierbas en dolencias cronicas y de mayor importancia como la
diabetes, la hipertension, la hipercolesterolemia o incluso el cancer. El uso
generalizado de estos remedios en cuadros muy diversos por pacientes muy
distintos plantea una demanda de conocimientos sobre estos productos, tanto por

los profesionales sanitarios como por los propios pacientes. ¢

e Existen plantas con activos que producen afectos diuréticos, antimicrobianos,
analgésicos y antidiabéticos entre muchos otros. Asi, con la finalidad de
fundamentar cientificamente el uso de las plantas medicinales, es necesario
profundizar en el conocimiento de su accidon con estudios farmacolégicos vy
quimicos, sobre todo estudiando aquellas plantas que han mostrado actividad
notable, ya que éstas representan una fuente potencial de materia prima para la

obtencién de nuevos farmacos hipéglucemiantes orales. %

¢ Finalmente, cabe sefialar que es la primera vez que se reporta informacién sobre
estudios histologicos realizados a nivel microscopico en diferentes 6rganos y
tejidos después de la administracion via oral de Ibervillea sonorae. Estudios previos
solamente habian informado de algunos signos clinicos como diarreas continuas,
disminucién de la actividad motora e inflamacion del colén. ¢

e Que se extienda el tiempo de administracion de Ibervillea sonorae para que las
reacciones adversar puedan ser mas evidentes. Ya que en este trabajo sélo se

trabajo durante 15 dias.

16. ANEXO

METODOS HISTOLOGICOS.
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Principios tedricos de la fijacién

Fijar una célula consiste en conservarla en un estado lo mas parecido posible al estado

vivo. Practicamente se trata de:

@
@

R

Protegerla del ataque bacteriano.

Evitar la autolisis de los constituyentes fundamentales debido a sus propias
enzimas celulares; esta autolisis llegaria a provocar la transformacion de las
proteinas en aminoacidos.

Insolubilizar los constituyentes celulares que se pretenden estudiar.

Evitar distorsiones y retracciones.

Preparar las diversas estructuras a posteriores tratamientos.

Agentes quimicos y combinaciones fijadoras

Los tejidos son tratados por una solucién de un sélo compuesto quimico o por una mezcla

de varios compuestos quimicos, siendo este Udltimo caso el mas frecuente. Los

ingredientes que forman un fijador compuesto se escogen de manera que sus cualidades

se complementen. ®

Propiedades de los principales agentes fijadores (segun Baker 1956)
FORMOL: (concentracion optima del 4 al 10 %)

Reductor, por lo que tedricamente tiene las mismas incompatibilidades que el alcohol; asi

tenemos que, con respecto al bicromato, la reaccién es tan lenta que casi no se ha

iniciado cuando la fijacion ya ha terminado.

@
@

No precipita las proteinas, pero adiciona &tomos a sus moléculas.
Fija los lipidos complejos, por lo que conserva bastante bien las mitocondrias y el
aparato de Golgi.

No contrae las estructuras, pero si las endurece considerablemente.

ACIDO ACETICO: (concentracion éptima del 0.3 al 5 %)

@ No fija las proteinas citoplasmaticas, pero precipita las del nlcleo; es buen fijador

de los cromosomas.

@ Destruye el condrioma.
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@  Provoca hinchazén de los tejidos y no los endurece.

ACIDO PICRICO: (solucion saturada)
@ Precipita las proteinas, formando picratos de proteinas.
@ Contrae considerablemente los tejidos sin endurecerlos.

MEZCLAS FIJADORAS
Las mezclas que contienen acido picrico, acido acético y formol:
Se trata de las mezclas mas empleadas y a menudo se designaran con el nombre de
“fijadores corrientes”.
Las mas interesantes son el liquido de Bouin (1902) y el Halmi (1952). EI primero se
considera, aunque de una manera muy aventurada, el fijador universal.
El condrioma, aparato de Golgi y los lipidos son destruidos; se conserva la cromatina,
pero después de este tipo de fijacion las reacciones nucleares son muy dificiles de
conseguir, por lo cual son malos fijadores citolégicos; pero, por el contrario, estas mezclas
preparan muy bien los tejidos para emplear los métodos generales. Las piezas pueden
tener tamafnos considerables, por lo que estos fijadores son los indicados para estudios
morfologicos y de anatomia microscopica.
Las dos mezclas penetran bastante bien, por lo que las piezas pueden ser relativamente
gruesas; no son probables fendmenos de superfijaciéon, por lo que las piezas pueden
mantenerse en el fijador hasta 48 horas. Sin embargo, hay que reconocer que ni siquiera

el liquido de Bouin debe ser considerado como un liquido de conservacion. ©®

LIQUIDO DE BOUIN

Este fijador permite conservar las caracteristicas morfoldgicas, especialmente del tejido

conectivo. También conserva el glucégeno y tejidos muy delicados como embriones,

testiculo, tejido gastrointestinal y endocrino, por lo que es muy importante utilizarlo en

trabajos de histologia, ya que la distorsion de los tejidos es minima, no obstante que las

estructuras intracelulares, como el nucleo, se preservan pobremente.

El liuido de Bouin contiene formol y &cido picrico. Este ultimo es el que le da la

coloraciébn amarilla a los tejidos. Hasta el momento no se conoce exactamente su

mecanismo de accidn, pero se sabe que este reactivo precipita proteinas de los tejidos
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formando picratos, despolimeriza los acidos nucleicos, no obstante que la cromatina se
conserva, pero la fijacion nuclear es muy dificil que se lleve a cabo (razén por la cual no
se preserva bien el nucleo), el aparato de Golgi y los lipidos practicamente se destruyen y
por desgracia este liquido tiende a contraer los tejidos, sobre todo cuando los éstos
permanecen por periodos muy largos en esta solucion. Por esta razon, se recomienda
mantener los tejidos durante un tiempo comprendido entre 8 y 24 horas.

El liquido de Bouin no puede ser considerado como conservador.

El acido picrico es soluble en agua, la solubilidad aumenta en agua caliente, y es
altamente soluble en alcohol, por lo que los excesos de esta sal en los tejidos y la
eliminaciéon de color y manchas pueden quitarse facilmente agregando, agua, alcohol o la

mezcla de agua-alcohol. ¥

Preparacién del liquido de Bouin en el laboratorio

1. Pipetear 75 ml de una solucién saturada de acido picrico y pasar a un matraz
volumétrico de 100 ml.

2. Llevar al aforo a la solucién anterior con formol al 100 % y mezclar.

3. Pipetear 5 ml de acido acético glacial, adicionar a la solucién anterior y mezclar.

4. Vaciar la solucion anterior en un frasco ambar de 250 ml y rotular.

TOMA DE MUESTRA POR PERFUSION INTRACARDIADA

Esta técnica tiene la ventaja de que asegura que el liquido fijador tenga contacto y logre

alcanzar todos los 6rganos en poco tiempo. Se puede decir que es una forma de fijar los

tejidos en forma eficaz y es la forma mas utilizada para realizar estudios de investigacion

en donde se requiere una alta percepcion morfolégica para la interpretacion de tejidos.

Los tejidos se pueden “lavar” previamente, eliminando de esta forma los componentes

sanguineos, especialmente eritrocitos que son los que “ensucian” e interfieren en la vision

de algunas estructuras importantes. Una solucion isotonica como la SSF nos ayudara a

lograr el objetivo de lavado.

La base de la toma de muestra es aprovechar todo el sistema cardiovascular del animal en

estudio. Esto es, que a un animal vivo se le hace pasar una solucion fijadora a través del

sistema vascular, ocupando el corazon como sistema de bombeo.

Para llevar a cabo la perfusion intracardiaca se debe anestesiar profundamente a un
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animal. Posteriormente se le abre la caja toracica, cuidando de no cortar arterias
importantes como las de la zona clavicular. Se le inserta una aguja del equipo de
venoclisis en el corazon, especificamente en el ventriculo izquierdo. La aguja debera estar
conectada a un contenedor que proveera una solucién para lavar todo el sistema vascular
y, por consiguiente a los tejidos. En este caso la SSF nos ayudard a cumplir con el
proposito. Cuando se haga pasar la solucion se debera realizar una incision en el atrio
derecho del corazén por donde drenara toda la sangre que sera sustituida por la SSF.
Aprovecharemos el bombeo del corazén, que es el que hara llegar el liquido a todos los
tejidos. Después de lavar todo el sistema vascular, se abre la llave de paso de liquido
fijador, el cual también estara conectado al equipo de venoclisis, mientras se cierra el paso
de la SSF. El animal muere después de haberle hecho pasar la SSF, sin embargo el
corazon seguird latiendo por algunos segundos después de la muerte por lo que se tendra
que hacer el cambio al liquido fijador lo més pronto posible después de lavar el sistema
vascular. El cuerpo del animal comenzara a tornarse rigido, esto es un indicador de que se
puede cerrarse el paso del liquido fijador y quitar la aguja del ventriculo. Inmediatamente
se procede a la toma de muestra.

Los érganos deberan sumergirse en la misma solucién fijadora.

Para la inmersion de los tejidos en el liquido fijador se debe considerar un volumen del

liquido al menos 10 veces al de tejido seccionado. **

TOMA DE MUESTRA

La toma de muestra requiere especial atencién y cuidado, ya que de ésta depende lo que
se observarda a través del microscopio. Se obtendran secciones muy delgadas para poder
observar las estructuras que la componen bajo el microscopio.

Si los cortes que se realizan para obtener la muestra no se hacen con cuidado, se pueden
deteriorar las estructuras tisulares y no apreciaremos los componentes celulares como
deberian de ser, dando como resultado una apreciacion errénea, o en los casos clinicos
un diagnéstico erréneo.

Es necesario que el corte que se tome sea representativo, debe tomarse con cuidado y

manipularse lo menos posible. 2

CONSIDERACIONES PARA LA TOMA DE MUESTRA
88



Para los 6rganos tubulares como son el estbmago y el intestino delgado se debe realizar
un corte transversal que nos permitira ver y diferenciar perfectamente todas sus partes.
Los dérganos parenquimatosos como son el higado, los rifiones y las glandulas como el
pancreas, estan constituidos de un tejido homogéneo, por lo que el corte se realiza de tal
forma que contenga un fragmento representativo del parénquima y parte del estroma.
Para Organos tubulares es conveniente tomar muestras de 2.0 x 2.0 cm de longitud
aproximadamente y para Organos parenquimatosos son de 1.0 x 1.0 x 0.5 cm
aproximadamente. *®

TECNICAS DE PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA
El procesamiento de las muestras histolégicas consiste en tratamientos fisicos y quimicos,
con el fin de lograr observar las muestras a través del microscopio.

El tratamiento general después de la toma de muestra lleva los siguientes pasos:

FIJACION: La fijacién de los tejidos pretende que éstos conserven sus caracteristicas lo
mas parecido al estado vivo. Una mala fijacidén traera como consecuencia que el tejido no
logre alcanzar un tratamiento posterior adecuado, por lo que la muestra sera inservible y
se tendra que tomar otra muestra.

Sabemos que en general el formol al 10 % resulta un fijador versétil, pero no el Unico,

utilizaremos el liquido fijador de Bouin.

DESHIDRATACION: Como el tejido se debera sumergir en parafina para facilitar
posteriormente el corte, en necesario eliminar el agua que contiene. Esto se logra
deshidratando los tejidos en solucion graduada de alcohol hasta llegar al alcohol absoluto.
Se inicia el proceso de deshidratacion con alcohol al 70 %, posteriormente se someten los
tejidos a alcohol al 95 % y por dltimo se sumergen en alcohol absoluto. EI Gltimo paso,
que es opcional, ser4 sumergir los tejidos en acetona la cual ademas de culminar la
deshidratacion le dara un aspecto opaco y prepararda el tejido para ser sumergido en un

liquido aclarante.

ACLARAMIENTO: Este proceso se caracteriza por que los tejidos se sumergen en

liquidos que son miscibles con el medio de montaje, son totalmente anhidros y de alguna
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manera hacen mas claro el tejido por su accién de aumentar el indice de refraccion. El

xileno resulta ser el agente aclarante de preferencia.

INFILTRACION: Es necesario hacer infiltrar parafina dentro de los tejidos después de
haber pasado por el agente aclarante. La infiltracion es cuando se saturan las cavidades
tisulares y celulares con el medio en donde se hara la inclusion, en este caso, la misma
parafina. La parafina debera estar caliente para que se encuentre en estado liquido,
aproximadamente entre 56-60 °C, asi podra difundirse a través de los espacios tisulares.
Cuando solidifique la parafina el tejido tendr& una consistencia firme, lo que permitira que

pueda ser cortado con mayor facilidad.

INCLUSION EN PARAFINA: Tiene como objetivo preparar al tejido de tal forma que se le
pueda seccionar en “rebanadas” o secciones extremadamente delgadas. Asi, un bloque
de parafina servirda como matriz y sostén del tejido brindandole la consistencia suficiente
para que pase una navaja a traves del tejido.

El tejido se sumerge en matrices llenas de parafina liquida que son generalmente cubicas
y que embonan perfectamente en la maquina donde se obtienen las secciones de tejido
(micrétomo). Para éste paso resulta crucial el como se introducira el tejido dentro de la
matriz. El tejido se debera orientar de tal forma que la navaja del micr6tomo seccione area
del bloque de parafina con el tejido, presentando los contornos que se desean observar,
esto es, la superficie expuesta a la navaja sera la que veremos al microscopio. Durante la
inclusion, los tejidos caen por gravedad al fondo de la matriz, la parte que interesa debera
sumergirse “cara abajo”, para que ésa sea la superficie expuesta cuando se realicen las

secciones. Es importante que el bloque de parafina esté totalmente solidificado.

CORTE: Después de obtener los bloques de parafina, éstos se seccionaran en rebanadas
muy delgadas que posteriormente se pondran en portaobjetos para ser examinadas al
microscopio, previo tratamiento con colorantes.
El micrétomo es la maquina que nos permitira obtener los cortes o secciones de tejido
infiltrado con parafina de forma que tengan el grosor preciso como para ser observados al
microscopio. Presenta un sistema sencillo, pero el material y la funcién que presentan lo
hace un equipo caro, ya que debe ser sumamente preciso.
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MONTAJE: Se deben desparafinar las secciones y volver a hidratarlas. Esto se logra
colocando las secciones en una platina térmica que contiene agua tibia, de
aproximadamente 35-37 °C que contiene una agente gelificante el cual ayudara a que la
seccién de tejido, que es muy delgada, se adhiera bien al portaobjetos y no se presenten
pliegues del tejido. Posteriormente se deja el portaobjetos con el corte histolégico a secar
a una temperatura no mayor al punto de fusion de la cera. Se pasara por bafios en xileno
para remover la parafina de los tejidos. Se hace pasar por alcohol absoluto, alcohol del 96
y alcohol al 70 %, respetando ese orden para llegar a una hidratacién gradual. La muestra
se enjuaga en agua y esta lista para ser tefiida.

COLORACION: La tincién se lleva a cabo sumergiendo las muestras en los colorantes,
primero en hematoxilina. Después se realizan enjuagues en alcohol acido para que éste
elimine el exceso de hematoxilina. El tiempo de exposiciéon en alcohol acido debe ser muy
corto, de unos cuantos segundos, ya que éste puede dafar los tejidos si se deja en
periodos prolongados. Es importante eliminar el exceso de acido con agua corriente,
realizando enjuagues y lavados. Posteriormente se sumergen las laminillas en eosina. Se
realizan lavados y enjuagues alcoholicos para eliminar el exceso de éste colorante y para
volver a deshidratar la seccidén de tejido, nuevamente en concentraciones graduales de
alcohol. Con esto se concluye la tincion. Ahora se procede a aclarar los tejidos en xileno y
de esta forma se podra usar el medio de montaje para su conservacion.

En general se emplea el tren de tincion de H-E como sigue:

1. Desparafinar en xileno 5 min
2. Desparafinar en xileno 5 min
3. Rehidratar en alcohol absoluto 5 min
4. Rehidratar en alcohol 96° 5 min
5. Rehidratar en alcohol 90° 5 min
6. Rehidratar en alcohol 80° 5 min
7. Rehidratar en alcohol 70° 5 min
8. Lavado en agua corriente 2 min
9. Hematoxilina de Harris 5-10 min
10.Lavado en agua corriente 2 min
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11.Decoloracion en alcohol acido  5-30 seg

12.Lavado en agua corriente hasta que el tejido se observe de color azul intenso
13.Eosina 3-5min

14.Deshidratacion en alcohol 96° 5 min

15.Deshidratacion en alcohol 96° 5 min

16.Deshidratacion en alcohol absoluto 5 min

17.Deshidratacion en alcohol absoluto 5 min

18.Aclarar en xileno 5 min

19.Mantener en xileno limpio 5 min

CONSERVACION DE LOS CORTES: Las sustancias conservadoras, que son en general
aceites, glicerinas o resinas, permiten mantener los tejidos por tiempo indefinido, los hace
imputrescibles y evitan la invasion y descomposicion bacteriana.

Generalmente se utiliza la resina sintética, la cual se puede “adelgazar” un poco con xilol
en caso de que la resina sea muy viscosa, para que se pueda aplicar con mayor facilidad.
La resina se deja gotear sobre la muestra de tejido y se deja secar. El exceso de xilol se
evaporara y con el tiempo la resina comenzara a polimerizar, pero es recomendable cubrir
la muestra con un cubreobjetos antes de que seque la resina. Ahora la muestra esta lista

para ser observada al microscopio.

COLORACION HISTOLOGICA

Muchas veces es necesario utilizar diferentes tipos de coloracion para resaltar otros
tejidos o estructuras celulares especiales, para diferenciarlos o simplemente para hacerlos
visibles.

La histoquimica se ha dedicado a estudiar, entre otras cosas, el uso de colorantes,
sustancias quimicas y diferentes moléculas en la aplicacién a los tejidos por afinidad
guimica. Se busca que esta afinidad sea lo mas especifica posible con el fin de poder

diferenciar gran parte de las estructuras con un mayor detalle.

TINCION CON HEMATOXILINA Y EOSINA (H-E)
La tincién H-E es la mas cominmente usada. %
Los resultados de coloraciéon de H-E son:
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1)

2)

3)

Nucleos:
Citoplasma:
Tejido conectivo:
Tejido muscular:
Tejido nervioso:

Eritrocitos:

azul-violeta
rosa-naranja
rosa claro
rosa intenso
rosa pélido

naranja o rojo
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