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RESUMEN.

La Diabetes Mellitus representa uno de los principales problemas de salud
publica en México y en el mundo. Esta enfermedad crénico degenerativa afecta
actualmente a unas 250 millones de personas en el mundo, esta cifra se habra
duplicado para el 2030 si no se toman medidas preventivas. Segun calculos de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). En el 2005 hubo 1,1 millones de
muertes debidas a la diabetes, de las cuales un 80% corresponden a paises de
ingresos medios o0 bajos .

A pesar de existir una enorme cantidad de hipoglucemiantes orales con
diversos mecanismos de accion, la realidad es que la mayoria de los pacientes
estan metabdlicamente descontrolados. Una alternativa de tratamiento es el
uso de plantas medicinales entre las que se encuentra de Cecropia obtusifolia
gue ha sido ampliamente utilizada en medicina tradicional. Se ha demostrado,
en estudios controlados, que Cecropia obtusifolia tiene un efecto
hipoglucemiante en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 de reciente
diagndéstico, y que el consumo de tanto del extracto acuoso como metandlico
no ocaciona dafios genotdxicos ni tdxicos respectivamente. Sin embargo se
requiere realizar mas estudios controlados para demostrar la bioseguridad de
su administracion. Este trabajo tiene como objetivo determinar el efecto del
extracto butandlico de C. obtusifolia a una dosis diaria de 0.4 mg, administrada
durante 31 dias a ratas diabéticas, sobre la estructura del higado y los
depositos de glucégeno y de proteina amiloide, para lo cual, se utilizaron 40
ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley con un peso entre 250-300g. A 30
se les indujo diabetes con una dosis Unica de 50mg/kg de peso de
estreptozotocina (STZ), de éstas, 10 recibieron el extracto butanélico (DE), 10
recibieron tratamiento con glibenclamida en una ddsis de 0.85 mg. (DG) y a las
10 restantes no se les administré ningun tratamiento (D). A 10 ratas sanas se
les administro el extracto (NDC) y 10 solo recibieron solucion salina (LC). A los
31 dias se sacrificaron obteniéndose el higado, el cual, fue procesado para su
andlisis histopatoldgico. Resultados: la ingesta diaria del extracto butandlico de
C. obtusifolia no provocéd dafios estructurales en el higado. Se encontré un
incremento en los depdsitos de glucégeno en ratas sanas con tratamiento de
C. obtusifolia, asi, como una reduccion en los depdésitos de proteina amiloide
en ratas diabéticas con tratamiento de C. obtusifolia. Los resultados
histolégicos muestran que la administracion del extracto butandlico de C.
obtusifolia no provoca alteraciones estructurales en el higado. Aumenta los
deposito de glucdégeno hepético tanto en ratas sanas como diabéticas debido a
la presencia del acido clorangénico el cual es un inhibidor de la glucosa 6-
fosfato translocasa.



1 ANTECEDENTES.
1.1 Diabetes Mellitus.

La Diabetes Mellitus (DM) es un grupo de alteraciones metabdlicas caracterizada
por hiperglucemia resultado de la deficiencia en secrecion de insulina, en su
accion o ambas, en la cual, el sujeto que la padecer sufre alteraciones del
metabolismo de los carbohidratos, las grasas y las proteinas. La hiperglucemia
cronica esta asociada a dafos y disfuncion de varios 6rganos, especialmente en la
retina, rifidon, sistema nervioso, corazon y vasos sanguineos (1). La diabetes
mellitus se manifiesta principalmente como una hiperglucemia, aunque puede
coexistir con hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia (2, 3).

1.2 Clasificacion.

La primera clasificacion aceptada de diabetes mellitus fue publicada por la OMS
(Organizacion Mundial de la Salud) en 1980 y, modificada para 1985. En 1980 el
comité propuso dos categorias: Diabetes mellitus insulinodependiente DMID o tipo
I, y Diabetes mellitus no insulinodependiente DMNID o tipo Il. En 1985 el comité
de expertos de la OMS omitié los términos de tipo | y Il dejando solamente los
términos de DMID y DMNI respectivamente, y se agregé una nueva categoria
Diabetes Mellitus asociada a la desnutricion MRDM (Malnutrition-relate Diabetes
Mellitus) (4).

La ultima clasificacion de Junio de 1997 (Cuadro 1), tienen varias ventajas sobre
las anteriores, ya que se clasifica a la enfermedad segun su etiologia y no segun
su tratamiento como se hacia antes. Esta clasificacion reagrupa a la enfermedad
en cuatro categorias (1):

1) Diabetes Mellitus tipo 1. Es consecuencia de la destruccion autoinmune
de las células p del pancreas y, por lo tanto, el déficit insulinosecretor
necesita tratamiento sustitutivo con insulina. En este caso la insulinoterapia
es imprescindible para sobrevivir y evitar la evolucibn a cetosis,
cetoacidosis, coma y muerte. La enfermedad es mas frecuente en nifios,
adolescentes y personas jévenes, aunque puede manifestarse a cualquier
edad. El proceso autoinmune, en el 90% de los casos, se caracteriza por la
presencia de anticuerpos anti-GAD, anti-insulina y anti-islote pancreéatico.
En algunos casos, no existe evidencia de proceso autoinmune y no se
detectan anticuerpos, siendo catalogados como Diabetes tipo 1 idiopatica.

2) Diabetes Mellitus tipo 2. Es el tipo de diabetes mas frecuente y se
considera que afecta al 90% de la poblacion diabética. Se caracteriza por
alteraciones de la secrecién y/o de la accion de la insulina, pudiendo
predominar uno u otro defecto fisiopatoldgico. No es raro que se encuentre
en una fase asintomatica y, por lo tanto, desapercibida y sin diagnosticar, lo
gue favorece la aparicion de complicaciones crénicas de la enfermedad en
el momento del diagndstico clinico. Se trata de un grupo heterogéneo de



pacientes en los que en algunas ocasiones predomina el déficit
insulinosecretor, mientras que en otras, prevalece la falta de accion de la
insulina en los tejidos.

Cuadro 1. Clasificacion etiol6gica de la diabetes mellitus
(Comité de Expertos de la American Association, 1997)

I. Diabetes tipo 1 (destruccion de células beta que conduce a una deficiencia absoluta de
insulina):
A. Mediada por mecanismos inmunolégicos
B. Idiopética.

II. Diabetes tipo 2 (con variaciones desde la resistencia a la insulina predominante con
deficiencia relativa de insulina al defecto de secrecion predominante con
resistencia a la insulina)

lll. Otros tipos especificos
A. Defectos genéticos de la funcion de la célula beta en:

1. Cromosoma 12, HNF-1a (MODY 3)
2. Cromosoma 7, glucocinasa (MODY 2)
3. Cromosoma 20, HNF-4a (MODY 1)
4. Acido desoxirribonucléico mitocondrial
5. Otras
B. Defectos genéticos en la accion de la insulina
1. Resistencia a la insulina tipo A
2. Leprecaunismo
3. Sindrome de Rabson-Mendenhall
4, Diabetes lipoatréfica
5. Otras.
C. Enfermedades del pancreas exocrino
1. Pancreatitis
2. Traumatismo/pancreatectomia
3. Neoplasia
4, Fibrosis quistica
5. Hemocromatosis
6. Pancreatopatia fibrocalculosa
7. Otras
D. Endocrinopatias
1. Acromegalia
2. Sindrome de Cushing
3. Glucagonoma
4. Feocromocitoma
5. Hipertiroidismo
6. Somastotatinoma
7. Aldosteronoma
8. Otras
E. Sustancias quimicas o farmacos capaces de inducir diabetes
Pentamidina

Acido nicotinico
Glucocorticoides
Hormona tiroidea
Diazoxidos

agrwdE




3) Otros tipos especificos de diabetes. Inducida por defectos genéticos a
nivel de las células  del pancreas que son heredados en forma autosémica
dominante, alteraciones en la estructura de la molécula de insulina,
enfermedades del pancreas exdcrino, por endocrinopatias, por drogas
capaces de inducir el estado diabético, por infecciones, por mediacién
inmunoldgica o por sindromes asociados a la enfermedad.

4) Diabetes gestacional. Es la diabetes que es diagnosticada por primera vez
durante el embarazo y puede revertir una vez concluido el embarazo. En
este caso el efecto de la insulina es bloqueado parcialmente por hormonas
antagonistas producidas por la placenta (5).

1.3 Prevalecia de diabetes mellitus.

La diabetes es un problema de salud que afecta a todas las sociedades
independientemente de su grado de desarrollo. Se ha proyectado un incremento
de la prevalencia de la diabetes en adultos (>20 afios de edad) en los paises
desarrollados del 6,0% en 1995 al 7,6% para el afio 2025. La diabetes en los
paises en vias de desarrollo también aumentara del 3,3% al 4,9% vy, debido al
tamafio y al crecimiento inicial de las poblaciones, el aumento en la cantidad de
personas con diabetes sera desproporcionado en paises en vias de desarrollo. La
cantidad de personas con diabetes se incrementara de 51 millones a 72 millones
en los paises desarrollados, pero en los paises en vias de desarrollo, la cantidad
se incrementara de 84 millones a 228 millones. Los tres paises que contaban con
mayor cantidad de personas con diabetes en 1995 eran India (19,4 millones),
China (16,0 millones) y los Estados Unidos (13,9 millones). En el afio 2025, el
orden de la lista no cambiard, pero la cantidad absoluta aumentara drasticamente
en la India (57,2 millones) y China (37,6 millones), pero en menor medida que en
los Estados Unidos (21,9 millones).

En México en menos de cuatro décadas, la diabetes se ha convertido en un
problema de salud, siendo ésta la principal causa de muerte en mujeres y la
segunda entre los hombres. En 1995 México se colocaba en la novena posicion en
la lista mundial con 3.8 millones, para el 2025 se espera que la cifra de mexicanos
gue padecen diabetes se incremente a 17.7 millones colocando a México en el
séptimo lugar de la lista. En el afio 2000 la diabetes fue la 11% causa de
hospitalizaciones y la segunda causa de muerte (6-8).

1.4 Diagnéstico.

El National Diabetes Data Group y la Organizacién Mundial de la Salud han
propuesto criterios diagnosticos para la DM, basados en las siguientes premisas:
El espectro de la glucosa plasmatica en ayunas (Fasting plasma glucosa, FPG) y
la reaccion a una carga oral de glucosa varia entre los individuos normales. Los
criterios revisados de diagnostico DM resaltan que la FPG es el método mas fiable
y comodo de diagndstico de DM en sujetos asintoméatico (2).



Diagnéstico para Diabetes tipo 1.

» Poliuria, polidipsia y pérdida rapida de peso asociada a una glucosa
plasmética aleatoria = 200 mg/dL.

* Glucosa plasmatica de 126 mg/dL o mayor después de ayuno durante toda
la noche, documentada en mas de una ocasion.

» Cetonemia, cetonuria o ambas (2).

Diagnéstico para Diabetes tipo 2.

e La mayoria de los pacientes son mayores de 40 afios de edad y obesos.

* Poliuria y polidipsia. La cetonuria y la pérdida de peso no son frecuentes al
momento del diagnostico. En las mujeres, la vaginitis por Candida puede
constituir la manifestacién inicial. Muchos pacientes presentan pocos
sintomas o ninguno.

* Glucosa plasmatica de 126 mg/dL o mayor después de ayuno o toda la
noche en mas de una ocasién. Después de 75 g de glucosa administrados
por via oral, los valores diagndsticos son de 200 mg/dL o mas después de
dos horas de la administracion de la glucosa.

* A menudo esta asociada con hipertension, hiperlipidemia, y aterosclerosis

(2).

1.5 Complicaciones.

Las complicaciones cronicas de la Diabetes Mellitus pueden afectar muchos
sistemas organicos y son responsables en gran parte de la morbilidad y mortalidad
gue acompafia a este trastorno. Las complicaciones crénicas pueden dividirse en
vasculares y no vasculares (cuadro 2). A su vez, las complicaciones vasculares se
subdividen en angiopatias y neuropatias. El riesgo de complicaciones crénicas
aumenta con la duracion de la hiperglucemia, suelen hacerse evidentes en el
transcurso del segundo decenio de la hiperglucemia. Como la DM 2 puede tener
un periodo prolongado de hiperglucemia asintomatica, muchos individuos con DM
2 ya presentan complicaciones en el momento del diagnostico (3).

1.5.1 Complicaciones agudas.

Las complicaciones agudas mas graves que puede presentarse en el paciente con
DM incluyen cetoacidosis diabética (DKA), estado de hiperglucemia hiperosmolar,
hipoglucemia y acidosis lactica (9).

La DKA es el resultado de déficit de insulina combinado con exceso de hormonas
antagonistas (glucagon, cateclaminas, cortisol y hormona de crecimiento). Para
gue se desarrolle una DKA es necesaria la combinacion de déficit de insulina y
exceso de glucagon. La cetosis es el resultado de un incremento notable de los
acidos grasos libres procedentes de los adipocitos, con el resultado de un



desplazamiento hacia la sintesis hepatica de los cuerpos cetonicos. El descenso
de los valores de insulina, combinado con elevaciones de catecolaminas y
hormona de crecimiento, aumenta la lipdlisis y la liberacion de acidos grasos
libres. En la DKA la hiperglucagonemia altera el metabolismo hepético
favoreciendo la formacion de cuerpos cetonicos. La hiperventilacion,
consecuencia de la acidosis, no es suficiente para compensar la acidosis
metabolica, que junto con la deshidratacion inducen falla renal y colapso
circulatorio. Los sintomas de la acidosis son el dolor abdominal, hiperventilacion
confusiéon y coma.

Hiperglucemia hiperosmolar, este sindrome puede presentarse como la primera
manifestacion de la diabetes tipo 2 la causa de este sindrome, es la
hiperosmolaridad extracelular, resultado de la grave deshidratacion que es
consecuencia de la diuresis osmoética por aumento importante y sostenido de las
cifras de glucosa. El cuadro clinico inicia con descontrol de la diabetes, con
hiperglucemia e hiperosmolaridad sin cetogénosis. El paciente presenta polidipsia,
poliuria y vomitos (3, 9, 10).

Cuadro 2. Complicaciones crénicas de la Diabetes mellitus.
Microvasculares.

« Enfermedades oculares.
o0 Retinopatia (no proliferativa y proliferativa).
o Edema de la macula.

* Neuropatias.
0 Sensitivas y motoras (moneuropatias y polineuropatias).
0 Vegetativas.

Macrovasculares.
» Arteriopatia coronaria.
» Enfermedad vascular periférica.
 Enfermedad vascular cerebral.

« Del tubo digestivo (gastroparecia, diarrea).

» Genitourinarias (uropatias y disfuncién sexual)
« Dermatolégicas.

* Infecciosas.

» Cataratas.

e Glaucoma.




2. HIGADO.
2.1 Anatomia del Higado.

El higado tiene un peso aproximado 1.500g que representa aproximadamente el
2.5% del peso corporal total del adulto. Se localiza en el hipocondrio derecho
extendiéndose ligeramente hacia el hipocondrio izquierdo. Esta revestido por una
capsula de tejido conjuntivo fibroso (capsula de Glisson); una cubierta serosa
(peritoneo visceral) rodea la capsula excepto en donde la glandula se adhiere
directamente al diafragma o a otros 6rganos como son: el colon, el estbmago y la
vesicula biliar (12).

En la rata y el ratdén el higado tiene cuatro lI6bulos: mediano (o medio), izquierdo,
derecho y caudal, todos excepto el izquierdo, se dividen en dos partes méas (Fig.
1). Tanto en el humano como el raton tienen vesicula biliar, mientras que la rata
carece de ella (13).

El higado estd formado por 15 diferentes tipos celulares (cuadro 3), los
hepatocitos son los mas abundantes y comprenden el 60% del total de las células
y el 80% del volumen del higado (14).

El epitelio biliar principalmente actia como un revestimiento del conducto
para el flujo de bilis y también modifica la bilis y la concentra en la vesicula
biliar. El epitelio biliar se comunica con las células vecinas para llevar acabo
la produccion de mediadores que intervienen en el crecimiento celular y la
respuesta a una lesion (14).

Las células endoteliales son la primera barrera que existe entre la sangre y
los hepatocitos, las cuales actuan filtrando fluidos solutos y particulas entre
la sangre y el espacio de Disse, el cual es una endidura llena de liquido
linfatico (14).

Las células hepéticas estrelladas juegan un papel en la regeneracion, fibrogénesis
y cirrosis hepatica. Se encargan de producir la matriz extracelular, controlan el
tono microvascular, almacenan y metabolizan la vitamina A y lipidos y cuando son
activadas se transforman a miofibroblastos. En la forma de miofibroblastos
activados, por lo general expresan desmina y filamentos de actina en el muisculo
liso. La matriz extracelular es importante en la regulacién y la modulacién de las
funciones hepéticas. Del 5-10% del higado corresponde a colageno(13,14).



CELULAS PRESENTES EN EL HIGADO

Hepatocitos (60 % de las células y 80% del volumen del parénquima)
Epitelio biliar
Endotelio
® Sinusoides
® Vasos sanguineos (arterias y venas)
® Linfaticos
Células de Kupffer
Células estrelladas (también conocidas como células Ito)
Linfocitos (células Pit)
Células progenitoras

® (Células ovales-roedores

® Hepatoblastos-humanos
Fibroblastos
Células musculares lisas (vasos sanguineos)
Mesotelio
Nerviosas (amielinicas)
Células neuroendocrinas
Células hematopoyéticas
Sanguineas (eritrocitos, leucocitos, etcétera )

Cuadro 3. Células presentes en el higado (14).

I6bulo izquierdo, (D) lI6bulo caudal (13).

Fig. 1 Anatomia del Higado de rata. (A) I6bulo mediano, (B) lI6bulo derecho, (C)
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2.2 Células de Kupffer.

Las ceélulas de Kupffer derivan de los monocitos, pueden proliferar a nivel local,
estas células se encuentran distribuidas en la luz de los sinusoides y se encargan
de degradar los eritrocitos que se encuentran en mal estado y las sustancias que
entran al higado, las células de Kupffer son las mas importantes productoras de
citocinas como mediadores de la inflamacién y mantienen comunicacién con otras
células y no estan unidas a las células endoteliales vecinas. Las prolongaciones
de estas células con frecuencia parecen atravesar toda la luz de sinusoide e
incluso pueden obstruirla parcialmente (20).

2.3 Irrigacién hepatica.

En el higado hay una irrigacion doble que tiene un componente venoso dado por
la vena porta y un componente arterial dado por la arteria hepética (Fig. 2). Ambos
vasos se introducen en el higado a través de hilio o porta hepatis, el mismo sitio
por donde salen las vias biliares y los vasos linfaticos.

La sangre que llega al higado por la vena porta proviene del tubo digestivo y de
organos abdominales importantes como el pancreas y el bazo.
La sangre de la vena porta que entra en el higado contiene:

» Sustancias nutritivas y materiales toxicos absorbidos en el intestino.

» Eritrocitos y productos de degradacion de los eritrocitos provenientes del
bazo.

e Secreciones endocrinas del pancreas y de las células endocrinas del tubo
digestivo.

La arteria hepética, lleva sangre oxigenada al higado y provee el 25% restante de
su irrigacion. Dado que la sangre de las dos fuentes se mezcla justo antes de
irrigar los hepatocitos del parénquima hepéatico, éstos nunca quedan expuestos a
la sangre oxigenada por completo.

Dentro del higado las ramas de distribucién de la vena porta y de la arteria
hepética (que llevan sangre a los capilares y sinusoidales que irrigan a los
hepatocitos) y las ramas de drenaje de la via biliar trascurren juntas en lo que se
ha dado en llamar triada porta. Los sinusoides hepaticos difieren de los otros
sinusoides por la presencia de un segundo tipo celular, el llamado macréfago
sinusoidal estrellado o célula de Kupffer, es un componente habitual del
revestimiento vascular. Los sinusoides estan en contacto estrecho con los
hepatocitos y sirven para el intercambio de sustancias entre la sangre y las células
hepaticas. Estos sinusoides desembocan en una vena central o centrolobulillar,
gue a su vez drena en las venas hepaticas, que desembocan en la vena cava
inferior (14,17-21).
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Figura 2. Esquema de la circulacion de la sangre a través de un acino hepatico (flechas
negras), desde las ramas de la vena porta y arteria hepatica hacia la vena central, a
través de los sinusoides (19).

Las células sinusoidales endoteliales (SECs) conforman la barrera primaria entre
la sangre y los hepatocitos y acttan filtrando fluidos, solutos y particulas entre la
sangre y el espacio de Disse. Las SECs son el Unico tipo de células endoteliales
fenestradas. Las alteraciones en la fenestracion pueden jugar un papel critico en
las patologias incluyendo la arterioesclerosis, cirrosis e implantacion de tumores
metastasicos. Si la fenestracion es relativamente pequefia, se remueve una menor
concentracion de colesterol de la circulacion y se acumula en la sangre
incrementando asi el riesgo de desarrollar ateroesclerosis. Bhunchet y Wake
(1998) examinaron la arquitectura lobular del higado de rata y cerdo y concluyeron
que la rata no parece tener el suministro de los vasos porta como el que se
describe para los cerdos y humanos, si no mas bien una unidad porta poliédrica
con menos ramas porta terminales y sinusoides cuyas ramas terminan en la vena
central. Encontraron que el higado de las ratas, contrario a lo que se presenta en
los humanos, no tiene venas porta en la superficie del higado, proponen que la
unidad lobular es mas semejante a la del perro y el conejo, las tres especies
difieren del cerdo y humano (14,20).

2.4 Hepatocito.

Las células del higado que derivan del epitelio intestinal primitivo, son células
poliédricas, cuyo citoplasma esta lleno de una amplia variedad de organelos (Fig.
3). Los nudcleos son grandes, esféricos y centrales y contienen acimulos dispersos
de cromatina y nucleolos desarrollados. Muchas células son binucleadas, y los
ndcleos son a menudo poliploides. El aparato de Golgi es grande y activo, o
pequefio y multiple, se localiza cerca del nucleo, con una prolongacién cercana a
la superficie canalicular.
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En los hepatocitos las vesiculas y tubulos del reticulo endoplasmatico liso y rugoso
estan conectados con el aparato de Golgi. Existen numerosos ribosomas libres en
el citosol, asi como grandes depdsitos de glucégeno y algunas gotitas lipidicas.
Abundan lisosomas de diversos tamafos, algunos con lipofuscina y lipoproteinas
en laminas. Son especialmente grandes y numerosos cerca de la superficie
ductulillar.

Fig. 3 Hepatocito.

Los hepatocitos poseen tres superficies importantes porque intervienen en el
trasporte de sustancias entre el hepatocito, los vasos sanguineos y los canaliculos
biliares. Los tres tipos de superficie son: sinusoidal, canalicular e intercelular (17-
19).

Los hepatocitos son los mas numerosos y representan el 60% del total de
células y el 80% del volumen del higado.Con la edad el nimero de hepatocitos
decrece, mientas que, la hipertrofia, poliploidia, lisosomas y el reticulo
endoplasmico liso se incrementa. Las mitocondrias y los microtlibulos permanecen
sin cambios con la edad, mientras que los microsomas disminuyen su capacidad
de metabolizar drogas (14).
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2.5 Lobulillos hepaticos.

Los componentes del higado son: hepatocitos, vénulas hepaticas terminales,
triadas portales y sinusoides. Hay tres maneras de describir la estructura del
higado en términos de una unidad funcional: el lobulillo clasico, el lobulillo porta y
el acino hepético (Fig. 4).

e Lobulillo clasico. Consiste en placas de trabéculas hepatociticas
anastomosadas, de una célula de espesor. En el centro hay una vénula de
tamano relativamente grande llamada vena central o vena centrolobulillar,
en la cual desembocan los sinusoides. En los angulos del hexagono estan
los espacios portales o espacios de Kiernan, que consisten en un tejido laxo
estromal caracterizado por la presencia de las triadas portales.

* Lobulillo porta. ElI eje morfolégico del lobulillo porta es el conjunto biliar
interlobulillar de la triada porta del lobulillo clasico. sus bordes externos son

lineas imaginarias trazadas entre las tres venas centrolobulillares mas
cercanas a esta triada porta.

Fig. 4 Lobulillos hepéticos (18).
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Acino hepatico. Tiene forma romboidal, el eje menor del acino esta definido
por las ramas terminales de la triada porta que siguen el limite entre dos
lobulillos clasicos. El eje menor es una linea perpendicular trazada entre las
dos venas centrolobulillares mas cercanas al eje menor. Los hepatocitos de
cada acino hepatico estan dispuestos en tres zonas elipticas concéntricas
gue rodean el eje menor.

I. Zona 1 es la méas cercana al eje menor y a la irrigacién proveniente de
las ramas penetrantes de la vena porta y de la arteria hepatica. Esta
zona corresponde a la periferia de los lobulillos clasicos. Las células
de esta zona son las primeras en recibir oxigeno, nutrientes y toxinas
desde la sangre sinusoidal y son las primeras en sufrir alteraciones
morfologicas después de la obstruccién de la via biliar. Estas células
son las ultimas en morir si hay trastornos de la circulacion y son las
primeras en regenerarse.

II. Zona 3 es la que estd mas lejos del eje menor y mas cercana a la vena
centrolobulillar. Esta zona corresponde al centro del lobulillo clasico
cuyos hepatocitos rodean la vena centrolobulillar. Estas células son las
primeras en sufrir necrosis isquémica (necrosis centrolobulillar) en las
situaciones en las que disminuye la perfusiobn y las primeras en
acumular lipidos. Son las ultimas en responder a sustancias téxicas y
a la estasis biliar.

lll. Zona 2 esta entre las zonas 1 y 3 pero no tiene limites nitidos. Las
células de esta zona tienen caracteristicas morfolégicas y funcionales
y respuestas que son intermedias entre las de las células de la zona 1
y 3 (18-20).

2.6 Funciones del higado.

El hepatocito cumple multitud de funciones las cuales se pueden clasificar a
grandes rasgos en metabdlicas, anabdlicas, de almacenamiento, catabdlicas y
excretoras.

Funciones metabdlicas: El higado es un 6érgano muy importante para la
homeostasis de la glucosa y responde rapidamente a las fluctuaciones en la
concentracion de la glucosa. En estado posprandial, el exceso de glucosa
sanguinea se almacena en el higado como glucégeno; en ayunas el higado
mantiene la glucosa a través de la glucogendlisis y la glucneogénesis. Para
esta Ultima, el higado recurre a los aminoacidos, al lactato y al glicerol. La
porcién nitrogenada de los aminoacidos se transforman en urea. Los acidos
grasos libres son captados por el higado, que los oxida para producir
energia. Otra posibilidad es que se transformen en triglicéridos y que se
secreten en forma de lipoproteinas para su utilizacion en otros lugares (16).

Funciones de sintesis: La mayoria de las proteinas séricas, con la
excepcion de las inmunoglobulinas, se sintetizan en el higado. La albumina
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es la fuente principal de la presién oncética del plasma. La coagulacion de
la sangre depende de la produccién continua de los factores de la
coagulacién, la mayoria de los cuales, incluidos la protrombina y el
fibrin6bgeno, se sintetizan en los hepatocitos.

e Funciones de almacenamiento: El higado es un depdsito importante de
glucégeno, triglicéridos, hierro, cobre y proteinas liposolubles. Las
hepatopatias graves pueden obedecer a un depdsito exagerado, por
ejemplo de glucégeno anémalo de tipo IV o de hierro en exceso en la
hemocromatosis.

* Funciones catabdlicas: Las sustancias endégenas, entre ellas las hormonas
y las proteinas del suero, se catabolizan en el higado para mantener el
equilibrio entre su produccion y eliminacion. El higado constituye,el principal
organo para la desintoxicacion de diversas sustancias, como farmacos,
productos quimicos industriales, y contaminantes. La eliminacién del
amoniaco se da principalmente en el higado.

* Funciones excretoras: Su principal excrecién es la bilis, las sales biliares
como el acido taurocélico, sintetizado a partir del colesterol, se almacenan
en la vesicula biliar y se liberan al intestino delgado después de la ingestion
de una comida que contenga grasas. Estos compuestos anfipaticos actian
como detergentes bioldgicos, convirtiendo las grasas de la dieta en micelas
mixtas de acidos biliares y triacilgliceroles (16, 26).

Aunque la insulina no sea necesaria para el transporte de la glucosa al higado,
afecta directamente la capacidad del higado para aumentar la captacion de la
glucosa al reducir el valor de glucogenolisis (la conversién de glucégeno en
glucosa), aumentando la sintesis de glucégeno, y disminuyendo el valor de
gluconeogénesis (11).

El glucdégeno representa una reserva energética facilmente accesible que se
localiza en el citoplasma de las células. Los depésitos citoplasmaticos de
glucégeno se observan en los pacientes con alguna alteracién en el metabolismo
de la glucosa o del glucégeno (85).

La diabetes mellitus es el ejemplo de un trastorno del metabolismo de la glucosa.
En esta enfermedad, el glucogeno se almacena en las células epiteliales de las
porciones distales de los tubulos contorneados distales y, en ocasiones, en la
porcion descendente del asa de Henle, asi como en el interior de las células
hepéticas, células de los islotes de Langherhans y células del masculo cardiaco
(85).

16



2.7 Amiloidosis

La amiloidosis se debe al depésito en los tejidos de una sustancia fibrilar
denominada amiloide.

El amiloide es una sustancia de origen protéico, patolégica, depositada entre las
células de diferentes tejidos y 6rganos del cuerpo, con un amplia variedad de
manifestaciones clinica, estas fibras estdn compuestas por cadenas de
polipéptidos, dispuestos en la configuracion de la hoja llamada beta-plegada.
Aproximadamente el 95% del material amiloide consiste en fibras de proteina y el
15% restante es el componente P y otras glucoproteinas. De las 15 formas
distintas de las proteinas del amiloide que se han identificado, tres son las mas
comunes: AL (cadena ligera de amiloide) que deriva de las células plsméticas y
contienen cadenas ligeras de inmunoglobulinas; AA (asociado a amiloide), es una
proteina singular, no inmunoglobulina, sintetizada por el higado y Ap que se
encuentra en la lesion cerebral de la enfermedad del Alzheimer. En esta
clasificacion, la primera letra simboliza el tipo de depésito de amiloide, mietras que
la segunda corresponde al tipo de proteina que lo conforma. Las revisiones
recientes sefialan que la amiloidosis estd producida por mas de 25 proteinas
humanas fibrilar, ademas de ocho o mas en el caso de los animales. Para una
proteina fibrilar que se considera amiloidogénicas debe producir depdsitos
extracelulares con afinidad por el colorante rojo Congo y una birrefringencia verde.
(86).

2.8 Vias metabdlicas.

El higado es un 6rgano muy importante en el metabolismo de los carbohidratos
porque mantienen una adecuada concentracion de sustancias nutritivas para los
procesos celulares.

1.- En el metabolismo de la glucosa el higado fosforila la glucosa absorbida desde
el tubo digestivo a G6-P. Segun sean las necesidades, esta glucosa puede ser
almacenada en forma de glucdgeno o ser utilizada en las vias glucoliticas.

2.- En el metabolismo de los acidos grasos, estos provienendel plasma y son
consumidos por los hepatocitos en la B-oxidacion.

3.- El higado produce cuerpos cetdnicos que pueden ser utilizados como fuente de
energia en otros 6rganos (22).

2.8.1 Trasportadores de glucosa.

El ingreso de la glucosa a las células se realiza mediante dos tipos de proteinas
acarreadoras: los transportadores de glucosa asociados a sodio (SGLT) y los
sistemas facilitadotes del transporte de glucosa (GLUT). Los primeros se expresan
principalmente en epitelios que se encargan de la absorcion y de la reabsorcion de
nutrientes, como son, el epitelio del intestino delgado y el epitelio tubular renal
respectivamente. Los GLUT se expresan en todas las células del organismo y
permiten mover la glucosa de un compartimiento a otro. Hasta la fecha se ha
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reportado la existencia de 14 miembros de esta gran familia de proteinas
acarreadoras (22). Un resumen de las propiedades de los miembros de estas dos
familias se encuentran en la Tabla 1.

El efecto hipoglucemiante de la insulina se debe principalmente a que induce la
incorporacion de los GLUT a la membrana plasmatica de las células muasculo
esqueléticas, de los adipocitos y de los hepatocitos, provocando la entrada masiva
de la glucosa a estos tejidos y disminuyendo nivel de glucosa en la sangre (23).

Los GLUT son glicoproteinas que se encargan de transportar monosacaridos al
interior de todas las células del organismo. Son glicoproteinas cuya masa
molecular fluctia entre 45 y 55 kDa. La selectividad a la glucosa esta determinada
por una serie de secuencias de aminoacidos altamente conservadas (22, 23).

Los SGLT son trasportadores que acoplan el ingreso de Na'y glucosa o galactosa
a la célula aprovechando el gradiente electroquimico a favor de la entrada de Na*
transportando a la exosa en contra de su gradiente de concentracion (23).

2.8.2 Metabolismo de la glucosa.

La G6P tiene diferentes destinos metabdlicos, dependiendo de la demanda de
glucosa (Fig.5):

1. La via glucolitica convierte a la G6P, en dos moléculas de piruvato,
produciendo 2 moléculas de ATP/molécula de glucosa. En condiciones
aerdbicas, el piruvato es oxidado en el ciclo de los acidos tricarboxilicos
hasta CO,y agua, y a través de la fosforilacion oxidativa se producen 36
moléculas de ATP/mol de glucosa, en condiciones anaerbbicas el piruvato
se transforma a lactato.

2. La G6P puede ser degradada en la via de las pentosas generando
NADPH®, el cual, es til para el mantenimiento de las membranas celulares
de los eritrocitos, y en la biosintesis de lipidos y esteroides.

3. Cuando la demanda de glucosa es baja puede ser almacenada en forma
de glucégeno, principalmente en el higado y musculo esquelético.

4. En el higado la G6P es convertida por la glucosa 6 fosfatasa y asi es
trasportada al torrente sanguineo para proveer a otros tejidos de glucosa
en periodos de ayuno (26-28).
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Tabla 1. Caracteristicas funcionales de los GLUTS y SGLT.

Transportador Transporta Km Localizacién Tisular. Enfermedades
Relacionadas
SGLT1 Una glucosa o 0.3.mM Intestino delgado, Sindrome de mala
(SLC5A1) galactosa por 2 corazon, rifién absorcion de glucosa y
Na" galactosa
SGLT2 Una glucosa 2mM Tdbulo contorneado Glucosuria renal
(SLC5A2) por un Na* proximal primaria
SGLT3 Una glucosa 6 mM Neuronas colinérgicas
(SLC5A4) por 2 Na" del intestino delgado, No descritas
uniones
neuromusculares
GLUT1 Glucosay 2mM Eritrocitos, células Sindrome de
(SLC2A1) galactosa endoteliales del deficiencia del
cerebro, neuronas, transporte de glucosa
rifidn, linfocitos tipo |
GLUT2 Glucosa 17 mM Células B Sindrome de Fanconi
(SLC2A2) pancreéticas, higado, Bickel
rifién, intestino
delgado
GLUTS3 Glucosay 2 mM Sistema nervioso Restriccion del
(SLC2A3) galactosa central, placenta, crecimiento
higado, rifién, corazon, intrauterino fetal
linfocitos
GLUT4 Glucosa 5mM Tejidos sensibles a la Diabetes tipo 2
(SLC2A4) insulina, linfocitos
GLUT5 Fructosa 10 mM Intestino delgado, Algunas células
(SLC2A5) testiculo, rifién cancerigenas, HPTG"
e HPINS'
GLUT6 Glucosa 5mM Cerebro, bazo, Células tumorales de
(SLC2A6) leucocitos cancer de mama
GLUT7? Glucosay 0.3 mM Intestino delgado, No descritas
(SLC2A7) fructuosa y0.06 mM colon, prostata
GLUTS Glucosa 2 mM Testiculo y tejido No descritas
(SLC2A8 dependiente de
insulina
GLUT9 Fructuosa No descrita Rifién, higado, Participan en la
(SLC2A9) intestino delgado, preimplantacion del
placenta, pulmones, embrién
leucocitos
GLUT10 Glucosa 0.3 mM Higado y pancreas Diabetes tipo 2
(SLC2A10)
GLUT11 Fructuosay Alta afinidad Corazén, masculo
(SLC2A11) glucosa a fructosa y esquelético, rifion, No descritas
baja afinidad tejido adiposo,
a glucosa placenta y pancreas
GLUT12 Glucosa Alta afinidad Mdusculo esquelético, Neuropatia diabética,
(SLC2A12) a glucosa tejido adiposo, hiperglucemia,
intestino delgado hipertension
GLUT13 Mio-inositol 100 pM Cerebro No descritas
(SLC2A13) acoplado a H"
GLUT14 Glucosa No descrita testiculo No descritas
(SLC2A14)
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Fig.5. Esquema que representa los diferentes destinos de la glucosa, en verde se
muestran las enzimas que intervienen y en azul los cuatro destinos que puede seguir la
glucosa (27).

3. GLUCOGENO.
3.1 Bioquimica del glucogeno.

El glucégeno es el polisacérido de reserva mas importante en las células
animales, es almacenado en el higado y en el masculo esquelético, siendo mas
alta la concentracién de éste en el higado ya que representa un 10% de su peso
en comparacién con el almacenado en el musculo esquelético el cual representa
un 2% de su peso. El glucégeno se encuentra en el citosol de las células en forma
de granulos con un diametro de 10 a 40 nanometros. La sintesis y degradacion
del glucégeno del higado estan reguladas por los niveles de glucosa en sangre y
el requerimiento de energia de cada organismo. En contraste, en el musculo,
estos procesos estan regulados por los requerimientos energéticos del propio
musculo.

El glucogeno es un polimero de subunidades de glucosa unidos por enlaces al ,4
y ramificaciones del tipo a 1, 6. La liberacion de glucosa a partir del glucégeno se
produce en las células del musculo y el higado estimuladas por adrenalina u otras
hormonas cuyos receptores estan acoplados a proteinas G, el glucégeno es
sintetizado por un conjunto de enzimas y degradado por otro (25, 26).
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3.1.1 Sintesis de la molécula de glucégeno.

La glucosa ingerida durante la comida es captada primeramente por los eritrocitos
convirtiéendose glucoliticamente en lactato, que es captado por el higado y
convertido en glucosa 6 fosfato mediante glucogenesis (Fig. 6).

Para iniciar la sintesis del glucdgeno, tres enzimas convierten la glucosa en uridina
difosfoglucosa (ADP-glucosa), el principal intermediario en la sintesis de
glucégeno. El residuo glucosa de ADP-glucosa es transferido por la glucogeno
sintasa al grupo hidroxilo libre en el carbono 4 de un residuo de glucosa en el
extremo de una cadena de glucégeno en crecimiento. La degradacion del
glucégeno comprende la eliminacién gradual de residuos de glucosa desde el
mismo extremo mediante una reaccion de fosforilacién, catalizada por la
glucégeno fosforilasa, para formar glucosa-1P. Los hepatocitos tienen una
fosfatasa que hidroliza la G6-P, la cual en parte es liberada de estas células por un
transportador de glucosa (GLUT2) de la membrana plasmética. Asi las reservas
de glucdgeno en el higado son degradadas sobre todo la glucosa, la que se libera
de inmediato a la sangre, y se trasporta a otros tejidos, en particular masculo y
cerebro (24-26).

Fig. 6 Sintesis y degradacion del glucogeno. En color verde se encuentran las enzimas
gue intervienen en la ruta metabdlica, en anaranjado los productos y en rojo los tipos de
enlaces (27).

21



3.1.2 Rompimiento de la molécula de glucégeno.

La glucogenolisis es la via degradativa que moviliza al glucégeno almacenado en
el higado, y su funcion es proporcionar glucosa para exportarla a otros tejidos
cuando se han agotado otras fuentes de glucosa (Fig.6).

Para llevar acabo la catélisis del glucégeno se requieren tres enzimas:

1.- Glucogeno fosforilasa (0 simplemente fosforilasa) cataliza la fosforilacion del
glucégeno produciendo una glucosa-1-fosfato por medio de la separaciéon
secuencial de restos de glucosa desde el extremo no reductor.

Glucégeno + Pi < Glucégeno + G1P
(n-residuos) (n — 1 residuo)

2.- Enzima desramificante del glucégeno la glucégeno fosforilasa no puede
escindir los enlaces O-glicosidicos en alfa (1-6). La enzima desramificante del
glucégeno posee dos actividades: en alfa (1-4) glucosil transferasa que transfiere
cada unidad de trisacéarido al extremo no reductor, y elimina las ramificaciones por
los enlaces alfa 1-6 glucosidicos.

3.- Fosfoglucomutasa. Esta enzima se encarga de convertir a la G1P en G6P, la
cual posteriormente va a tener diversos destinos metabdlicos (24-26).

3.1.3 Sistema glucosa-6-fosfatasa (G6Pasa).

La glucosa-6-fosfato procedente de la gluconeogénesis y la glucogendlisis no
puede pasar a través de la membrana célular, por lo que, primero debe ser
hidrolizada por la G6Pasa.

La G6Pasa es un multicomponente enzimatico que es parte integral de la
membrana del reticulo endopladsmico con su sitio activo dirigido hacia la luz del
lumen (Fig. 7). Este compuesto enzimatico cuenta con: 1) una proteina
transportadora T1, que permite la entrada de la glucosa-6-fosfato al RE; 2) la
subunidad catalitica que se encarga de escindir la G-6-P; 3) dos trasportadores
adicionales T2 y T3 que se encargan de retornar la glucosa y fosfatos
respectivamente, hacia el citoplasma (28,29).
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Fug. 7 Complejo glucosa-6-fosfatasa (29).

3.2 Control metabélico del glucégeno.

El metabolismo del glucégeno es regulado de acuerdo a las necesidades
celulares. La regulacion del metabolismo del glucégeno involucra el control
alostérico, asi como, el control hormonal por modificacion covalente de las
enzimas que regulan la via metabolica (28).

3.2.1 Control alostérico directo de la glucégeno fosforilasa y glucégeno
sintetasa.

La produccion hepética de la glucosa, mediante gluconeogénesis, es una via
biosintética. La utilizacion de glucosa mediante glucélisis es una via de
degradacion.Una carga negativa de energia libre (AMP o una razon AMP/ATP)
favorece la glucdlisis, mientras que una carga elevada de energia libre (ATP o una
razén AMP/ATP baja) favorece la via gluconeogénica.

La glucosa se convierte en G-6P con la ayuda de la enzima glucocinasa. Los
hepatocitos convierten con eficacia la glucosa en G-6-P porque la glucocinasa
(HK-IV) actua de manera mas eficiente con concentraciones elevadas de glucosa.
La fosforillacion de la glucosa por parte de la glucocinasa aumenta la
concentracion intracelular de G-6-P. A pesar de que las concentraciones
fisiolégicas de G-6-P no inhiben la glucocinasa, la G-6-P esta casi en equilibrio con
la F-6-P por la accion de la enzima reversible fosfoglucoisomerasa. La F-6-P
aumenta la actividad de la GKPR (proteina reguladora de la glucocinasa) nuclear
para unirse a la glucocinasa. Esta una vez unida a la GKRP, se encuentra
principalmente en una forma inactiva en el nucleo del hepatocito. Dicho complejo
esta sujeto a una regulacion alostérica, ya que la F-1-P invierte la inhibicion de la
glucocinada por parte de la F-6-P y compite para unirse a la GKPR. La unién de la
F-1-P produce un cambio estructural de la GKPR. Esto da lugar a la disociacion de
la glucocinasa, que puede entonces traslocarse al citoplasma como una enzima
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activa. Con ello, la fructosa, convertida por la fructocinasa F-1-P, estimula la
depuracion de la glucosa hepética por medio de su activacion indirecta de la
glucocinasa.

La glucégeno fosforilasa y glucégeno sintetasa, son poco controlas
alostéricamente por el efecto del ATP, G6P y AMP, la primera cuando se
encuentra en el musculo es activada por el AMP e inhibida por el ATP y la G6P, a
diferencia de la glucégeno sintetasa que es activada por la G6P. Esto sugiere que
cuando hay alta demanda de ATP, la glucégeno fosforilasa es estimulada y la
glucégeno sintetasa es inhibida, favoreciendo el rompimiento del glucégeno (28).

3.2.2 Efectos hormonales en el metabolismo del glucégeno.

El metabolismo del glucégeno es controlado por la insulina y el glucagon que
actla en oposicién a ésta. El glucagon es un sensitivo y oportuno regulador de la
homeostasis de la glucosa. Una pequefia concentracién de glucagon es suficiente
para inducir una elevacion significativa de glucosa plasmaética. El glucagon es una
cadena polipeptidica Unica que consiste en 29 aa con un peso mélecular de 34.50
KDa, el cual se deriva de una gran molécula precursora de 160 aa que es 5 0 6
veces mayor que el glucagon. El glucagon es liberado por el pancreas cuando la
concentracion de glucosa plasmatica es menor ~90 mg/dl (28, 30).

La sefalizacién del glucagon se da a través de un receptor de superficie celular
(Fig. 8). El glucagon se une a los brazos extracelulares del receptor, dando asi
lugar a cambios conformacionales que dan origen a la activacion de proteinas G
acopladas. Las dos proteinas G que se conocen que estan asociadas y que
involucran la traduccion de sefiales del receptor del glucagon son la Gsq y la Gq. La
activacion de la Gsq conduce a la activacion de la adenil ciclasa, incrementando los
niveles celulares de AMPc y subsecuentemente la activacion de la proteina
quinasa A (PKA). La activacion de la proteina G4 conduce la activacion de la
fosfolipasa C, produccion de inositol 1,4,5-trifosfato y subsecuentemente esta
relacionada con el calcio intracelular (31,32).
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Fig. 8 Via de sefializacion del glucagon: P1P2 fosfatidinositol 4,5 fosfato, PEPCK:
Fosfoenolpiruvato carboxilasa; G-6 Pase: Glucosa 6 fosfatasa (32).

3.3 Enfermedades por almacenamiento de glucégeno (glucogenosis).

Las enfermedades por acumulacion de glucégeno (EAG) mas conocidas son
aquellas causadas por deficiencias hereditarias de una de las enzimas que
intervienen en la sintesis o en la degradacion del glucégeno (33).

Basandose en cada déficit y en el correspondiente caso clinico, la glucogenosis se
ha dividido clasicamente en una docena aproximadamente de sindromes
designados con numeros romanos (34,35):

* Tipo I (enfermedad de Von Gierke, defecto en la glucosa-6-fosfato)
este es el tipo mas comun de EAG, y abarca el 90% de todos los casos
de EAG

» Tipo Il (enfermedad de Pompe, deficiencia en la maltasa &cida)

» Tipo lll (enfermedad de Cori, deficiencia en la enzima desramificante)

« Tipo IV (Enfermedad de Andersen, deficiencia en la enzima
ramificante)

» Tipo V (Enfermedad de McArdle, deficiencia en la fosforilasa glucégena
muscular)

» Tipo VI (enfermedad de Hers, deficiencia en la fosforilasa del higado)

* Tipo VIl (Enfermedad de Tauri, deficiencia en la fosfofructocinasa
muscular)

» Tipo IX (deficiencia de la fosforilasa quinasa glucégena del higado).

Atendiendo a las manifestaciones clinicas, a los criterios de diagnéstico y a su

tratamiento, los trastornos genéticos que afectan el metabolismo del glucégeno
pueden dividirse en dos categorias: las que tienen una fisiopatologia hepética

25



hipoglucémica y las musculares. Dentro del primer grupo estarian las glucogenosis
tipos la, Ib, lll, VI y Vla, y dentro del segundo las glucogenosis tipos V, VIl y los
defectos de la glucdlisis que no causan acumulacion de glucdégeno. Sin embargo,
existen entidades que presentan una fisiopatologia peculiar, como las
glucogenosis tipos 11y IV (37).

4 DIABETES EXPERIMENTAL.
4.1 Modelos animales en diabetes.

Los modelos experimentales de diabetes en animales se utilizan tanto para el
estudio de la etiologia de la diabetes mellitus como para el estudio de los
mecanismos involucrados en las complicaciones diabéticas a largo plazo, ya que
las caracteristicas generales de la diabetes en animales son similares a las de la
diabetes humana. La mayor parte de los modelos combinan las dos principales
caracteristicas de la diabetes tipo 2: la resistencia de la insulina asociada con la
obesidad y la disfuncién de la célula § con o sin disminucion de la masa de las
células p.

Los diferentes modelos experimentales utilizando distintas especies animales se
pueden agrupar segun la metodologia utilizada para la inducciéon de la diabetes en
cuatro grandes grupos: los modelos que utilizan agentes quimicos para la
induccion de la diabetes (diabetes quimica); los modelos en los que se induce la
diabetes mediante procedimientos quirdrgicos de extirpacion parcial o total del
pancreas (diabetes quirlrgica); aquellos en los que la diabetes se induce por
infecciones virales (diabetes viral); y, por ultimo, los modelos de diabetes
espontanea.

4.2 Métodos quirurgicos.

La pancreatectomia parcial puede provocar un estado de diabetes
hipoinsulinémica. Se debe extirpar aproximadamente el 90% de la glandula para
lograr un incremento estable y moderado de la glucemia (38).

4.3 Induccién hormonal.

La administracion de corticoides en diversos periodos de la vida animal pueden
causar un estado similar a la de la DM2 humana, otras hormonas que pueden
causar hiperglucemia en los animales son la somatostatina, el glucagon, las
catecolaminas y la tiroxina. La epinefrina y el glucagon administrados a altas dosis
en animales, tiene el mismo efecto anti-insulina que el que se presenta en
humanos (87).
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4.4 Induccidn viral.

La infeccién viral se sefiala como una causa de diabetes tanto en animales como
en humanos (Tabla 2). Los virus pueden destruir directamente las células 3 por
efecto citolitico propio de éstos o bien actuar indirectamente por una respuesta
autoinmune iniciada y aumentada por el virus, pero la susceptibilidad genética
frente a la infeccidn y ante la resistencia de las células 3 a las lesiones virales son
un punto que hasta ahora no esta bien clarificado (38,43).

Virus Tipo Huésped Factores Caracteristicas
genéticos
Encefalo-Mio- RNA Ratén + Produce degranulacién de
Carditis (EMC) Hamster + las células By necrosis
Coxsackie B RNA Ratén + Inflamacién focal exécrina
Primates + con lesiones

humanos No determinados | necrotizantes; alteraciones
finas de las células B sin

necrosis
Retrovirus RNA Ratén +No Necrosis de islotes poca o
Humanos determinados extensa
Virus Bovino RNA Ganado No determinado | Necrosis de las células B
Virus Kilham de la DNA Ratas + Necrosis de las células (.
rata
Citomelagovirus DNA Humanos No determinado
Epstein —Barr DNA Humanos No determinado
Varicela Zoster DNA Humanos No determinado

Tabla 2 Infeccidn viral.

4.4 Modelos de diabetes espontanea.
La clasificacion de los modelos se da en base a la naturaleza del sindrome.

a) DM2 con hipoglucemia severa.

Se caracteriza por una hiperglucemia inicialmente moderada, pero que con
el tiempo se va tornando severa. Diversos factores genéticos y ambientales —
edad, alimentacion, cautiverio— influyen en la forma de manifestaciéon de este
sindrome, el cual ha sido estudiado en distintos modelos animales, en especial, en
roedores obesos (tabla 3).
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CARACTERISTICAS DE ALGUNOS ANIMALES CON DIABETES EXPONTANEA

NOMBRE CONSTITUCION INSULINS TIPO DE CETOSIS EFECTO EN LAS
PLASMATICA DIABETES CELULAS B

Rata BB Delgada Muy baja Tipo 1 +++++ Insulinitis. Necrosis de las

(Biobreder) células B.

Raton NOD Delgada Baja Tipo 1 +++ Destruccién autoinmune

(Diabético no por las células T

obeso)

Raton chino Delgada Normal a baja Tipo 1 + Degranulacion, bajo

(Cricetulus numero de células B, con

griseus) cetosis; necrosis.

Hamster Delgada o? Tipo 1 ++ Hiperplasia e infiltracion de

Sudéfrica glucégeno con cetosis:

(Mysromys neccrosis

albicaudatus).

Perro Keesshond | Delgada Baja Tipo 1 +++ Ausencia de células B;
células B solitarias.

Raton C57BL/6J | Muy obeso Inicia alta vy | Tipo2 |- Inicio: degranulacion;

ob/ob después normal después hiperplasia 'y
regranulacion.

Ratdon C57BL/ksj Muy obeso Inicia alta y | Tipo2 Ocasional Inicio: degranulacion;

db/db después baja. después necrosis de las
células B.

Raton obeso de | Obeso Alta Tipo2 | - Inicio: aumento de la

Nueva Zelanda insulina pancreatica.

(NZO)

Ratén Amarillo Obeso Alta Tipo2 | -—--- Hipertrofia e hiperplasia

Raton KK Obesidad Alta Tipo2 | - Hipertrofia e hiperplasia

moderada

Raton  Amarillo | Obesidad Alta Tipo2 | - Hipertrofia e hiperplasia

KK moderada

Rata Obesa de la | Obesa Alta Tipo2 | - Inicio: alargamiento de

cepa Zucker islotes, después,

(fa/fa Zucker) disminucion de insulina
pancreatica y de numero
de células B.

Ratas de arena | Obesa Alta Tipo 2 Ocasionalmente | Alargamiento de los islotes;

(Psammomys degranulacion de las

obesus) células B, depdsitos de
glucégeno con cetosis,
necrosis.

Ratéon Rapido Obeso Alta Tipo 2 Ocasionalmente | Hipertrofia e hiperplasia

(acomis masiva.

cahirinus)

Ratén hibrido | Obeso Alta Tipo2 | - Hipertrofia, hiperplasia y

Wellesley C3hfXI degranulacion de las
células B

Rata GK Delgada Baja Tipo2 | - Masa reducida de células
B.

Hamster Obeso Alta Tipo 2 + Hipertrofia e hiperplasia.

Djungaria

(Phodopus

songorus)

Tuco-tuco Muy obeso ? Tipo2 | - Hipertrofia

(Ctenomys

talarum)

Simio Negro | Delgado Normal ? | - Amiloide

(Macaca nigra)

Mono rehesus | Obesidad central Inicio alta, | Tipo2 | -—--- Alteraciones en la

(Macaca mulata)

después baja.

secrecion de insulina
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4.6 Induccién quimica.

La induccién de diabetes experimental en la rata utilizando agentes quimicos que
destruyen selectivamente las células 3 del pancreas es un método conveniente y
sencillo. Entre estos agentes quimicos, la aloxana y la estreptozotocina (STZ) son
los mas especificos y los mas comunmente utilizados (39,40). En la tabla 4 se
muestran los diferentes agentes quimicos inductores de diabetes.

Agentes con efectos citotoxicos
Irreversibles en la célula B

Agentes con efectos citotoxicos
Reversibles en la célula p

Difenilthiocarbazina

2-deoxiglucosa

Estreptozotocina Acido dehidroascorbico

Hidroxiquinolona Aloxana
Oxine-9 Fluorida

Vacor lodoacetato
Malonato

Mannoheptulosa

L-asparginasa

6-aminonocotinamida

Cianida

Azida

Ciproheptamina

Tabla 4 Agentes quimicos.

4.5.1 Modelos de ratas diabéticas n-STZ.

Se han descrito dos modelos en los que una sola dosis de 100 mg/Kg de
estreptozotocina inyectada via intravenosa (vena safena) o intraperitoneal en ratas
hembras Wistar de dos dias de vida o en ratas macho Sprague-Dawley, estos
animales tienen una hiperglucemia transitoria pero desarrollan una intolerancia a
la glucosa entre las 4 y 6 semanas de vida. Con una reduccion inicial de la masa
de células p con regeneracion que resulta en una reduccion de alrededor del 50 %
en la vida adulta (41).

4.5.2 Modelos STZ-NA (Streptozotocina-nicotilamida).

Este modelo comparte varias catacteristicas con la diabetes tipo 2 humana la cual,
es inducida en ratas adultas experimentalmente por la administracién de STZ , las
cuales son parcialmente protegidas con una dosis de nicotilamida (NA). Este
modelo se caracteriza por la destruccion del 40 % de la masa de células {3, dando
como resultado una hipoglucemia moderada y estable, intoleracia a la glucosa,
respuesta a tolbutamina tanto in vivo como in vitro (88).
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4.5.3 Estreptozotocina.

Por varias décadas la toxicidad de la estreptozotocina (STZ, 2-deoxi-2[3-(metil-3-
nitrosourea]1-Dglucopiranosa) (Fig. 9) ha sido utilizada para inducir diabetes en
modelos animales. La STZ es un antibiético de amplio espectro sintetizado por
Streptomycetes achromogenes (39-41).

Fig.9 Estreptozotocina.

La STZ tiene una vida media de 5 minutos y es eliminada de la circulacion en 4-6
horas. Se ha demostrado que su efecto es severo y no reversible. La hipoglucemia
gue produce se considera como una forma especifica sin cetogénesis ni elevacién
de acidos grasos libres.

Frecuentemente se inyecta una sola dosis de entre 40 y 60 mg/kg peso corporal
de STZ via intravenosa para inducir diabetes en ratas adultas, pero también, se
puede inyectar una sola dosis 240mg/kg peso de STZ via intraperitoneal, ya que
una dosis menor a la mencionada podria ser inefectiva.

STZ también puede ser administrada en multiples dosis de baja concentracion.
Este tratamiento es utilizado predominantemente en ratones induciendo en éstos
DMI, mediante la activacion de mecanismos inmunolégicos (38, 41).

4.5.4 Mecanismo de accién de la STZ.

La STZ ingresa a las células B a través del transportador de glucosa GLUT2. La
STZ induce la muerte de las células B a través de la alquilacion del DNA. Esta se
descompone intracelularmente causando dafios directamente al DNA por
alquilacion. La alquilacion del DNA por la STZ esta relacionada especialmente con
el O° del grupo funcional nitrosourea, también se ha observado que causa
metilaciones en las purinas.
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Las células B expuestas a STZ manifiestan cambios caracteristicos en la accion
del NO el cual es liberado cuando es metabolizada dentro de la células 3, el NO
incrementa la actividad de la guanilil ciclasa y aumenta la formacion del GMPc.

La formacion de aniones super 6xido procedentes de la metabolizacion de la STZ,
repercute en la mitocondria aumentando la actividad de la oxidasa xantina
ocasionando la inhibicion del ciclo de Krebs y disminuye sustancialmente el
consumo de oxigeno por la mitocondria limitando asi la produccién de ATP.

La STZ induce dafios en la poliADP-ribocilacién del DNA. Este proceso disminuye
la concentracion celular de NAD", de ATP y subsecuentemente la inhibicion y
sintesis de insulina (44-46)

Fig. 10 Esquema del mecanismo de accion de la STZ en una célula 3

5. TRATAMIENTO EN LA DIABETES MELLITUS.

5.1 Hipoglucemiantes orales.

El tratamiento farmacolégico de la diabetes mellitus tipo 2 ha sufrido profundos
cambios en los ultimos afos, siendo los factores mas importantes en su desarrollo

la demostracibn de que el control glucémico intensivo disminuye las
complicaciones cronicas microvasculares y macrovasculares, al igual que lo hacen
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los nuevos agentes hipoglucemiantes orales. Los hipoglucemiantes orales
disponibles se pueden dividir por su mecanismo de accién en sensibilizadores de
la insulina con actividad fundamental en el higado, sensibilizadores de la insulina
con actividad fundamental en los tejidos periféricos, secretagogos de la insulina y
agentes que elentecen la absorcion de los hidratos de carbono (Cuadro 4) (49-55,

89).
HIPOGLUCEMIANTE | MEDICAMENTO TEJIDO MECANISMO DE ACCION | ABSORCION
DIANA EXCRECION Y
EXCRECION
SULFONILUREAS - Tolbutamida Células Beta Estimulan la liberacién de | Se absorben a
-Aacetohexamida | Receptor insulina a partir de las células B | partir del tubo
- Tolazomida SU/canal K" | pancredticas. Reducen la | digestivo. Son
- Clorpropamida ATP depuracion de la insulina en el | metabolizados

- Glibenclamida
- Glipizida

- Glicozida

- Glimepirina.

higado. Las slfonilurea se unen
a las subunidades SUR1 vy
bloquean los canales de K*

en el higado y
los metabolitos
se excretan
por la orina.

BIGUANIDAS

- Fentomina
- Buformina
- Metformina

Desconocido

Estimulacién directa de la
glucolisis en los tejidos, con
mayor eliminacion de glucosa
en la sangre. Glucogénesis
hepética reducida. Retardo de
la absorcion de glucosa en el
tracto gastrointestinal.
Incremento de conversion de
glucosa a lactato en eritrocitos.

Es excretado
por los rifiones
en forma
activa.

TIAZOLIDINEDIO-
NAS

- Pioglitazona
- Rosiglitazona
-Troglitazona

Mdusculo
PPARy

Selleva acavo mediante la
union al subtipo vy del receptor
nuclear de proliferacién
activado por  peroxisomas
(PPARY), produciendo
aumento en la trascripcion de
los genes de las enzimas que
normalmente son reducidas
por la insulina, esta accion se
lleva principalmente en el tejido
muscular y graso, todo esto se
traduce en aumento de la
utilizacién periférica de
glucosa.

Son
metabolizados
por el sistema
de citocroimo
P450

INHIBIDORES DE
ALFA
GLUCOSIDASA

- Acarbosa
- Miglitol

Intestino
a-glucosidasa

Influye sobre la digestion y
absorcion, retardando el paso
de la barrera intestinal.
Pseudotetrasa-carido con
afinidad a las a-
glucosidasa de los eritrocitos a
los cuales inhibe cuando se
une retardando la absorcion de
carbohidratos.

Excrecion
renal

INCRETINAS
MODULADORAS DE
GLP-1 (PEPTIDO
SIMILAR AL
GLUCAGON)

- Exenatide

Tracto
gastrointesti-
nal

GLP-1

Incrementan la secrecion de
insulina dependiente de
glucosa y disminuyen la
secrecién de glucagon

INHIBIRORES ~ DEL
DPP-4

Pramlintide

Tracto
gastrointestina
| DPP-4

Inhibe la enzima dipeptidil
peptidasa de tipo 4 (DPP-4)
disminuyendo la secrecion del
glucagon
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6 ETNOBOTANICA.
6.1 Medicina tradicional.

La OMS define a la medicina tradicional como *“la suma completa de
conocimientos, técnicas y practicas fundamentadas en las teorias, creencias y
experiencias propias de diferentes culturas y que se utilizan para mantener la
salud y prevenir, diagnosticar, mejorar o tratar trastornos fisicos o mentales”. Esta
definicién surgié como resultado de la discusién de un grupo de estudiosos de las
culturas del continente africano. La medicina tradicional que ha sido adoptada por
otras poblaciones (distintas de su cultura de origen) suele denominarse medicina
alternativa o complementaria (57).

6.2 Plantas medicinales.

En México las plantas medicinales constituyen uno de los principales recursos
terapéuticos tanto en el medio rural como en el suburbano, donde los servicios de
atenciéon médica son escasos, acentuandose en las poblaciones mas lejanas de
las cabeceras municipales y de los centros urbanos (56, 69).

Actualmente se realizan gran cantidad de estudios sobre diversas plantas
medicinales de uso tradicional, derivando asi nuevos campos de estudio como la
etnofarmacologia, la cual, es una interdisciplina cientifica que explora la actividad
biolégica de agentes que tradicionalmente son empleados por el hombre. La
etnofarmacologia se apoya principalmente en tres disciplinas: la etnobotanica, la
fitoquimica y la farmacologia, de esta manera los analisis etnofarmacolégicos
comprenden esencialmente la extraccion, la evaluacion etnofarmacologica y la
identificacibn de cualquier quimico bioactivo presente en los remedios
tradicionales (69-71).

En México la diabetes es comiunmente tratada con extractos herbales. Cada
tratamiento podria ser considerado benéfico por disminuir los niveles de glucosa
sanguinea durante los estadios tempranos de la enfermedad. Un total de 306
especies de plantas son utilizadas tradicionalmente en estos tratamientos. Entre
las mas comunes podemos encontrar: Cecropia obtusifolia Bertol. (Cecropiaceae),
Equisetum myriochaetum Schlecht & Cham (Equisetaceae), Acosmium
panamense (Benth.) Yacolev (Fabaceae), Cucurbita ficifolia Bouch’e
(Cucurbitaceae), Agarista mexicana (Hemsl.) Judd. (Ericaeae), Brickellia
veronicaefolia (Kunth) A. Gray (Asteraceae), Parmentiera aculeata (Kunth) Seem.
(Bignoniaceae) (58,59).

6.3 Cecropia obtusifolia Bertol.

Comunmente conocida en México como Chancarro (Ver, Oax.); Guarumbo (Chis.);
Guarina (Tab., Chis.); Hormiguillo (Pue.); Koochlé (Peninsula de Yucatan); Kooché
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(Yuc.); Sarumo (Mich.); Shushanguiji (I. popoluca, Ver.); Trompeta (Sin.); Tzulte (.
huasteca, S.L.P.); Yaba, Yabioo, yava, Yaga-gacho (l. zapoteca, Oax.);
Juaquequistli, Quiquiscuahuitl, Tequescuahuitl, Jarilla, Palo de violin, Trompeta,
Trompetilla.

Es un arbol dioico, perennifolio, mirmecofilo, de 20 a 25 m (hasta 35 m) de altura,
con un didmetro a la altura del pecho de hasta 50 cm. Su copa tiene forma de
sombrilla, estratificada, con todas las hojas expuestas a la luz directa del sol.
Hojas en espiral, simples, peltadas y profundamente palmado-divididas; laminas
membranosas de 25 a 50 cm de didmetro, con 8 a 12 I6bulos oblongos a
oblanceolados; verde oscuras y brillantes en el haz y grisaceas en el envés con
nervacion rojiza y prominente. Cuenta con un tronco monopddico, cilindrico, recto,
hueco en el centro y pocas ramas gruesas de primer orden en pisos e idénticas al
tronco principal (modulos), con primordios florales laterales. Su corteza es lisa,
gris clara, con grandes cicatrices circulares (estipulas caidas) y lenticelas negras
dispuestas en lineas longitudinales. Interna de color crema verdoso o crema claro,
cambiando a pardo oscuro, fibroso, con un exudado que se vuelve negro. Sus
flores se encuentran en espigas (amentos), axilares, sostenidas por una bractea
espatiforme caediza. Espiga masculina de 15 a 20 cm de largo y 1 cm de ancho,
amarillentas; en conjuntos de 11 a 14 espigas por inflorescencia. Espiga femenina
de 12 a 21 cm de largo, verde grisacea; en conjuntos de 3 a 5.Su inflrutescencia
verde amarillenta a pardo oscura. Contiene de 2,700 a 4,700 aquenios de color
marron brillante, muy pequefios (con una semilla cada uno) de sabor parecido al
del higo, las semillas son muy pequefias, de 1 a 2.8 mm de largo y 0.8 a 1.3 mm
de ancho, cilindricas, pardo brillantes. Esta especie puede presentar de modo
facultativo raices zancudas (fulcrantes) de seccion circular, de 0.5 a 1 m de altura,
particularmente si crece en selvas estacionalmente inundadas. Tiene una amplia
area de distribuciéon: En la vertiente del Golfo se distribuye desde Tamaulipas y
San Luis Potosi hasta Quintana Roo y Yucatan y en la vertiente del Pacifico,
desde el sur de Sinaloa hasta Chiapas (59,61).

Fig 10. Distribucién de Cecropia obtusifolia (87).
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6.3.1 Antecedentes farmacoldgicos de Cecropia obtusifolia Bertol.

Las hojas de Cecropia obtusifolia Bertol, son utilizadas en la medicina tradicional
para el tratamiento de la diabetes y como agente antiinflamatorio (62). El primer
reporte en el que se hace mencion a C. obtusifolia con fines en el tratamiento de la
diabetes fue en 1936 por Martinez. Tradicionalmente las hojas, la raiz, y la corteza
de esta planta se hierven y el té obtenido se consume como agua de uso.

En 2001 Andrade Cetto y colaboradores examinaron los efectos de su extracto
tanto acuoso como butandlico (90-150mg/kg y 9-15mg/Kg respectivamente) en
ratas Wistar con diabetes inducida con STZ, observando que los niveles de
glucosa disminuyeron significativamente después de 3 horas de haberse
administrado (62).

Herrera-Arellano 2004 realizaron un estudio en personas diabéticas, concluyendo
gue la planta tiene significativamente un efecto hipoglucemiante que afecta a los
21 dias después de su administracion, con una dosis de 3 g/dia (93).

Revilla y colaboradores en el 2007 administraron extracto acuoso de C. obtusifolia
a pacientes con diabetes mellitus 2 de reciente diagnéstico durante un periodo de
32 semanas, demostrando una reduccion significativa de los niveles de glucosa a
los 31 dias de tratamiento (63).

Toledo V. Y colavoradores 2008, realizarén pruevas para evaluar el posible efecto
genotoxico del estracto acuoso de C. obtusifolia, en los sueros de los pacientes
del estudio del 2007 sin llegar a encontrar efectos genotoxicos (94).

Andrade Cetto 2010 demostr6 que los principales compuestos del extracto
butanolico de C. obtufifolia son el acido clorogénico y isoorientin. También
observaron que el extracto butandlico de C obtusifolia a una dosis de 160 ug/ml
inhibe la actividad de la glucosa-6-P translocasa (95).

6.3.3 Antecedentes Fitoquimicos.

Los estudios fotoquimicos realizados al extracto de C. obtusifolia han reportado la
presencia de: B-sitosterol, stigmasterol, 4-etil-5-(n-3valeroil)-6-hexahidrocoumarin
y 1-(2-metil-1-nonen-8-il)-aziridina (60).

Algunos de los componentes presentes en los extractos tanto butandlico como
acuoso son: iso-orientina y acido clorogénico, por lo que se podria asumir que
estos componentes estan involucrados en el efecto hipoglucemiante de Cecropia
obtusifolia (63, 65).
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Fig 11. a) p-sitosterol, b)stigmasterol, c) acido clorangénico y d) iso-
orientina (63, 90,91)

7. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La diabetes es una enfermedad crénica que se caracterizada por la hiperglucemia
resultado de la deficiencia en secrecion de la insulina, en su accion o ambas.
Estudios realizados revelan que en el 2010 la prevalencia de esta enfermedad en
adultos entre 20 y 79 afos sera de 6.4%, afectando a 285 millones de adultos y
aumentara a 7.7% afectando a 439 millones de adultos en el 2030. Entre 2010 y
2030 habra un incremento del 69% en el nimero de adultos con diabetes en los
paises en vias de desarrollo y del 20% en los paises desarrollados (65). Se ha
calculado que en 2010 el numero de muertes por alguna complicacién de la
diabetes sera de 3.96 millones en el grupo de edad de 20 a 79 afios y en forma
global representa el 6.8% de las muertes (66), situacion que empeorara con el
tiempo lo que requerird mayor inversion en programas de prevencion primaria y
secundaria y un mayor gasto de sector salud para la atencién de los pacientes
diabéticos.

Aun cuando en la actualidad existen gran cantidad de agentes hipoglucemiantes
con diferentes mecanismos de accion asi como nuevos esquemas de tratamiento
gue combinan diferentes hipoglucemiantes, la realidad es que la mayoria de los
pacientes estan metabdlicamente descontrolados. Uno de los principales factores
gue contribuyen al mal control metabdlico es la falta de apego al tratamiento que
trae como consecuencia que la enfermedad progrese, provocando las
complicaciones tardias que la caracterizan y deterioran la calidad de vida del
paciente y la de su familia y terminan por producir su muerte a un costo social y
economico muy alto.

En nuestro pais el uso de “remedios” de origen natural esta fuertemente arraigado,
por ello una alternativa para favorecer el apego al tratamiento, es ofrecer a los
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pacientes de reciente diagndstico sin complicaciones, este tipo de tratamientos,
siempre bajo una estricta supervision médica.

Sin embargo, es indispensable realizar estudios controlados a largo plazo para
determinar la efectividad del tratamiento y garantizar la ausencia de efectos
colaterales, estudios que se deberan realizar inicialmente en modelos animales.

8. HIPOTESIS.

La administracion diaria via oral (vo) durante 30 dias de una dosis de 0.4 mg/kg
del extracto butandlico de las hojas de Cecropia obtusifolia no causara dafios en la
estructura y funcién del higado ni sobre los depésitos de glucégeno en ratas con
diabetes inducida con estreptozotocina.

9 OBJETIVO

» Determinar el efecto de la administracion diaria vo dirante 30 dias de una
dosis de 0.4 mg/kg del extracto butandlico de las hojas de Cecropia
obtusifolia sobre la estructura histologica del higado y la presencia de los
depositos de glucégeno de ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina.

10. METODOLOGIA.

El extracto butandlico de C. obtusifolia fue proporcionado por el laboratorio de
Etnofarmacologia de la Facultad de ciencias a cargo del Dr. Adolfo Cetto Andrade.

Método de obtencion del extracto butandlico de C. obtusifolia. Se pesarén 300 mg
de hojas de C. obtusifolia correspondientes a la colecta nimero 160, las cuales, se
colocar6n en un cartucho de celulosa 90x200 mm. Se realiz6 la extraccion de
lipidos con n-hexano por 24 horas, seguido por una extraccion de metanol por 48
horas. El extracto metandlico fue secado a presion reducida. Los residuos son
fraccionados con una mezcla de CCl,/ Metanol al 80% 1:1. La fase metanol/agua
se evaporo hasta obtener la fase organica libre de agua. Los residuos obtenidos
se disolvieron en una mezcla de n-butanol/H,O 1:1, la fase orgéanica se liofilizo y
almaceno (96).

Se utilizaron 50 ratas hembras de la cepa Sprague-Dawley, con peso entre 250-
300 gramos, de las cuales 30 fueron inyectadas por via intra peritoneal (ip) con
una dosis Unica de 50 mg/kg de estreptozotocina (STZ) en amortiguador de
acetatos a 0.1M a un pH de 4.3 y 20 con amortiguador de acetatos a 0.1M a un pH
de 4.3.
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A las 48 horas, se determiné la glucosa sanguinea de la vena caudal con el
glucémetro Elite Bayer. Fueron consideradas diabéticas aquellas ratas cuyo nivel
de glucosa en sangre fue = 200 mg/dL.

Se formaron los siguientes lotes:

LC (Lote control).
10 ratas no diabéticas a las que se les administré diariamente 0.1 mL de agua
destilada durante 30 dias (de 8:00 a 8:30 am).

NDC (Ratas no diabéticas con extracto butandlico de Cecropia obtusifolia).
10 ratas no diabéticas a las que se les administré una dosis de 0.4 mg de extracto
butandlico de C. obtusifolia en 0.1 mL de agua destilada durante 30 dias (de 8:00
a 8:30 am).

D (Ratas diabéticas).
10 ratas diabéticas a las cuales se les administro diariamente 1 mL de agua
destilada durante 30 dias (de 8:00 a 8:30 am).

DC (Ratas diabéticas con extracto butandlico de Cecropia obtusifolia).

10 ratas diabéticas, a las cuales se les administraron 0.4 mg de extracto
butandlico de C. obtusifolia diluido en 0.1 mL de agua destilada por 30 dias (de
8:00 a 8:30 am).

DG (Ratas diabéticas con Glibenclamida)

10 ratas diabéticas a las que se les administr6 diariamente una dosis de
glibenclamida de 0.85mg en 0.1 mL de agua destilada durante 30 dias (de 8:00 a
8:30 am).

A los 30 dias se sacrificaron y se extirp6 el higado, el cual, se fijé en formol buffer
10% pH 7 y se procesé con técnicas histolégicas se incluyeron en parafina, y se
realiz6 tincion de Hematoxilina-Eosina (HE), Rojo Congo, asi como reaccién de
acido periédico-schiff (PAS). Se obtuvieron las micrografias para realizar el
andlisis histolégico.

10.1 Microscopia de luz.

Los higados se fijaron en formol buffer 10% pH 7, se procesaron con las técnicas
convencionales para microscopia de luz y se incluyeron en parafina.
Se realizaron cortes de 5 um en el micrétomo de rotacién, que se tifieron con:

- Hematoxilina-eosina: para observar la estructura general del 6rgano.

- Tincibn de Pas-Schiff: para determinar la presencia de los granulos de
glucdégeno. Se basa en la reaccion con el reactivo de Schiff de los grupos
aldehido liberados de los grupos vic-glicol presentes en los carbohidratos
tras su oxidacion con acido perydédico. El reactivo de Schiff contiene fucsina
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basica (o pararrosanilina), que en solucién acida y en presencia de SO, da
lugar a una forma no coloreada (acido N-sulfénico). Este reactivo reacciona
con los grupos aldehido libres formando un compuesto insoluble de color
rosa (83).

- Tricrébmica de masson: nos permite la observacion de fibras de colagena en
color azul.

- Tinciébn de rojo congo: permite observar la presencia de depoésitos de
amiloide. Bajo la luz blanca los depodsitos de amiloide presentan una
coloracion rojo manzana, y con luz polarizada el amiloide muestra intensa
birrefringencia verde-manzana.

50 ratas hembras
Sprage-Dawly

200-250qr.
I
I 1
Lote experimental
Lote control ST7 50 mglkg en
amortiguador de acetatos .
0.1M n oH de 4.3 amortiguador de acetatos
’ aunp e 0.1M a un pH de 4.3
I |
I I 1
4 NDC DC R
LC 0.4 mg D 0.4 mg DG
10 ratas extracto Butandlico 10 Ratas extracto Butandlico Glibenclamida
Sin tratamiento de Sin tratamiento de 0.85mg
Cecropia o. Cecropia o.
- P P J

 Duracion del tratamiento 30 dias.
» Al termino se extirpo el higado para hacer cortes histolégicos con tincion H-E,
Pas-Schiff Tricromica de Masson y Rojo Congo.
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11 RESULTADOS
11.1 Resultados histoldgicos H-E

A) Higado de rata lote LC (lote control). Se observa la presencia de cordones
hepéaticos bien delimitados por células endoteliales. Hepatocitos de gran tamafio
de forma poliédrica, con nucleos redondos centrales, en algunos casos se pueden
observar células binucleadas, citoplasma granular. Se puede apreciar poca
cantidad de células de Kupffer hacia la luz de los cordones hepaticos.
Microfotografia 1 y 2.

B) Higado de rata lote NDC (sanas con extracto butandlico). Los cordones
hépaticos no se encuentran bien delimitados como en el caso del LC. Hepatocitos
son de gran tamafio de forma poliédrica, con nucleos redondos centrales, en
algunos casos se pueden observar células binucleadas. El citoplasma de los
hepatocitos tiene una apariencia mas granular y hay mayor cantidad de células de
Kupffer en comparacion con el LC. Micrografia 1y 2.

C) Higado de rata lote D (diabética sin tratamiento). Los cordones hepéaticos no se
encuentran bien delimitados por las células endoteliales. Los hepatocitos son de
gran tamafio, con nucleo central y en algunos casos se pueden observar células
binucleadas, pero, no se puede observar su forma poliédrica, como en el LC. El
citoplasma de los hepatocitos tiene una apariencia menos granular en
comparacién con el LC. La cantidad de células de Kupffer es mayor a la
observada en el LC. El citoplasma de los hepatocitos es menos granuloso que el
del lote NDC, presenta mayor catindad de células de kupffer que el lote NDC.
Micrografia 1y 2.

D) Higado de rata lote DC (diabéticas con extracto butandlico de C. obtusifolia).
Los cordones hepéticos se pueden apreciar mejor, ya que la luz de los sinusoides
es de mayor tamafo que el del LC. Los hepatocitos son de menor tamafo en
comparacién con el lote D, con nacleos redondos centrales, en algunos casos se
pueden observar células binucleadas, citoplasma granular. La cantidad de células
de Kupffer es mayor a la observada en el LC, pero, menor que en el lote D.
Micrografia 1y 2.

E) Higado de rata lote DG (diabético con glibenclamida). Se observa la presencia
de cordones hepéaticos bien delimitados por células endoteliales. Hepatocitos son
de gran tamafio y forma poliédrica, con nucleos redondos centrales, en algunos
casos se pueden observar células binucleadas, citoplasma granular. La morfologia
de los hepatocitos es semejante a la del LC. Hay mayor cantdad de células de
Kupffer en comparacion al LC, pero menor que en lote DC y D, los cordones
hepéaticos se encuentran mejor delimitados que en el Lote DC. Micrografia 1y 2.
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Micrografia 1 de higado de rata técnica H-E 3u. LC (Lote control) 20x, B) NDC
(No diabéticas con C. obtusifolia.) 20x, D (Diabéticas) 20x, DC (diabéticas con C.
obtusifolia. ) 20x E) DG (diabética con glibenclamida) 20x. VC vena central, H
hepatocito, CK célula de Kupffer, TP triada porta.
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Micrografia 2 de higado de rata técnica H-E 3u. LC (Lote control) 40x, B) NDC
(No diabéticas con C. obtusifolia.) 40x, D (Diabéticas) 40x, DC (diabéticas con C.
obtusifolia. ) 40x E) DG (diabética con glibenclamida) 40x. VC vena central, H
hepatocito, CK célula de Kupffer, TP triada porta.
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Lote Células de Granulacion
Kupffer del citoplasma

LC + ++

NDC ++ +++

D +++ +

DC ++ ++

DG ++ ++
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11.2 Resultados histolégicos PAS-SCHIFF.

A) Higado de rata lote LC (lote control). Positivo a la presencia de glucégeno en el
citoplasma de los hepatocitos.

B) Higado de rata lote NDC (sanas con extracto butandlico). Positivo a la
presencia de glucégeno en el citoplasma de los hepatocitos, con una mayor
cantidad de depdsitos en comparaciéon con el LC.

C) Higado de rata lote D (diabética sin tratamiento). Positivo a la presencia de
glucégeno en el citoplasma de los hepatocitos, con una menor cantidad de
depositos en comparacion con el LC. Se aprecia myor catidad de depdsitos de
glucégeno en el lote NDC en comparacion al lote D.

D) Higado de rata lote DC (diabéticas con extracto butandlico de C. obtusifolia).
Positivo a la presencia de glucdégeno en el citoplasma de los hepatocitos, con una
menor cantidad de depdsitos en comparacion con el LC. Los hepatocotos del lote
DC presentan una menor catidad de depésitos de glucdégeno en comparacién a los
lotes NDC y DC.

E) Higado de rata lote DG (diabético con glibenclamida). Positivo a la presencia de
glucégeno en el citoplasma de los hepatocitos, la cantidad de depdsitos de
glucégeno es casi igual al LC.

Lote Glucogeno
LC ++
NDC +++

D +

DC ++

DG ++
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Micrografia 3 de higado de rata técnica PAS-SCHIFF 3u. LC (Lote control) 20x,
B) NDC (No diabéticas con C. obtusifolia.) 20x, D (Diabéticas) 20x, DC (diabéticas
con C. obtusifolia. ) 20x E) DG (diabética con glibenclamida) 20x. GL Granulos de
glucégeno.
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Micrografia 3 de higado de rata técnica PAS-SCHIFF 3u. LC (Lote control) 40x,
B) NDC (No diabéticas con C. obtusifolia.) 40x, D (Diabéticas) 40x, DC (diabéticas
con C. obtusifolia. ) 40x E) DG (diabética con glibenclamida) 40x. GL Granulos de

glucégeno.
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11.3 Resultados histolégicos Tricromica de Masson.
A) Higado de rata correspondiente al lote LC (lote control). Positivo a fibras de
colageno.

B) Higado de rata lote NDC (sanas con extracto butandlico de C. obtusifolia ).
Positivo a fibras de colageno.

C) Higado de rata lote D (diabética sin tratamiento). Positivo a fibras de colageno.

D) Higado de rata lote DC (diabéticas con extracto butandlico de C. obtusifolia).
Positivo a fibras de colageno.

E) Higado de rata lote DG (diabético con glibenclamida). Positivo a fibras de
colageno.

Lote Fibras de
colageno

LC +

NDC +

D +

DC +

DG +
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Micrografia de higado de rata técnica TRICROMICA DE MASSON 3u. LC (Lote
control) 40x, B) NDC (No diabéticas con C. obtusifolia.) 40x, D (Diabéticas) 40x,
DC (diabéticas con C. obtusifolia. ) 40x E) DG (diabética con glibenclamida) 40x.

VC vena central, FC fibras de colageno.
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11.4 Resultados histolégicos ROJO CONGO.

A) Higado de rata correspondiente al lote LC (lote control). Negativo.
B) Higado de rata lote NDC (sanas con extracto butandlico). Negativo.

C) Higado de rata lote D (diabética sin tratamiento). Positivo, se pueden apreciar
las placas de proteina amiloide en la luz de los sinusoides.

D) Higado de rata lote DC (diabéticas con extracto butandlico de C. obtusifolia).
Positivo, se pueden apreciar Is placas de proteina amiloide e la luz de los
sinusoides.

E) Higado de rata lote DG (diabético con glibenclamida). Negativo.

Lote Rojo
congo

LC -

NDC

D +

DC +

DG -
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Micrografia de higado de rata técnica ROJO CONGO. LC (Lote control) 20x, B)
NDC (No diabéticas con C. obtusifolia.) 20x, D (Diabéticas) 20x, DC (diabéticas
con C. obtusifolia. ) 20x E) DG (diabética con glibenclamida) 20x VC vena central,
H hepatocito, CK célula de Kuppfer, Gl granulos de glucégeno y TP triada porta.

50



12. DISCUSION.

Las hojas de Cecropia obtusifolia Bertol, son utilizadas en la medicina tradicional
para el tratamiento de la diabetes y como agente antiinflamatorio (63). La forma
tradicionalmente recomendada para su consumo es hirviendo las hojas, la raiz, y
la corteza y el té obtenido se consume como agua de uso.

El primer reporte cientifico en el que se hace mencién a C. obtusifolia con fines en
el tratamiento de la diabetes fue en 1936 por Martinez. En 2001 Andrade-Cetto y
colaboradores examinaron los efectos de su extracto tanto acuoso como
butandlico (90-150mg/kg y 9-15mg/Kg respectivamente) administrado a ratas con
diabetes inducida con estreptozotocina, observando que los niveles de glucosa
disminuyeron significativamente después de 3 horas de haberse administrado
(74). En el 2007 Revilla y colaboradores administraron extracto acuoso de C.
obtusifolia a pacientes con diabetes mellitus 2 de reciente diagndstico durante un
periodo de 32 semanas, demostrando una reduccion significativa de los niveles
de glucosa a los 31 dias de tratamiento, resultados que fueron corroborados por la
disminucién significativa del porcentaje de hemoglobina glucosilada, este efecto se
revirtio una vez interrumpido el tratamiento (64).

Este estudio se realizd con el objeto de evaluar el efecto de la administracion a
largo plazo del extracto butandlico de las hojas de C. obtusifolia sobre los
depositos de glucdgeno en el higado asi como sobre su estructura microscopica,
administrado a ratas con diabetes inducida con STZ una dosis diaria de 0.4m g.

Un estudio realizado indica que el extracto metandlico de C. obtusifolia a una dosis
de 3 mg/kg de peso corporal, presenta toxicidad clase 4 es decir practicamente
inocua a los criterios de la Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo
Econdmico (92).

Algunos de los componentes presentes en los extractos tanto butandlico como
acuoso ademas del acido clorangénico son: p-sitosterol, stigmasterol e isoorientina
(63). EIl p-sitosterol es un fitoesterol, el cual, tienen una estructura semejante a la
del colesterol e inhiben la absorcion de éste en el intestino delgado. Los
fitoesteroles son esteroles naturales de origen vegetal que generalmente se
presentan en plantas oleaginosas (maiz, soya, girasol y canola), nueces y
cereales. Si bien, entre las acciones que se le atribuyen a los fitoesteroles
destacan sus efectos anticancerigenos, antiinflamatorios, antiulcerosos,
antioxidantes, bactericidas, antiinflamatorios y antifingicos, es realmente su
accion hipolipemiante en la que mas se ha centrado la atencion (73).

La isoorientina es un flavonoide comunmente llamado C-glicosil, el cual se ha visto
gue posee una actividad de antinociceptiva y antiinflamatoria sin producir una
aparente toxicidad asi como tampoco dafios gastricos (74). También tiene la
capacidad de proteccion contra el dafio oxidativo causado por intermediarios
reactivos del oxigeno en las células HepG2. La isoorientina induce un aumento en
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el nivel de proteinas de las enzimas antioxidantes, especialmente NQO1 (quinona
oxidoreductasa 1), y los efectos de citoprotectores y antioxidantes de la
isoorientina son via PI3K/Akt-dependiente. Junto con la actividad directa de
captacion de radicales, el nuevo efecto de isoorientina sobre la regulacién de la
expresion de genes antioxidantes proporciona una estrategia atractiva para
prevenir las enfermedades asociadas con el estrés oxidativo (81). La isoorientina
presente en el extracto butandlico, puede ayudar a prevenir enfermedades
hepéticas ocasionadas por el estés metabdlico presente en la diabetes mellitus
tipo 2, debido a su efecto antioxidante e antiinflamatorio.

Para mantener los niveles de glucosa sanguinea dentro de rangos normales se
requiere la produccién regulada de glucosa en el higado a partir de la
glucogendlisis y la gluconeogénesis y en menor medida de la gluconeogénesis en
los rifiones y en el intestino delgado. En estado posprandial el higado es capaz de
captar glucosa y de liberarla en diversas cantidades a la circulacion durante el
ayuno y el ejercicio. Durante una noche de ayuno, la produccion hepatica de
glucosa protege al organismo contra la hipoglucemia. Sin embargo, un inapropiado
aumento de la produccion hepética de glucosa es el principal sintoma de la
diabetes tipo 2 y contribuye significativamente a la hiperglucemia en ayunas.

Recientemente el acido clorangénico se ha identificado como un inhibidor de la
glucosa 6-fosfato translocasa (G6PT) (64). La glucosa 6-fosfatasa, es un sistema
de enzimas que se localizan en la membrana del reticulo endoplasmético, este
sistema esta compuesto por una hidrolasa (35 kDa), la cual, tiene su sitio catalitico
localizado en la cara del lumen del RE, y una traslocasa que trasporta a través de
la membrana glucosa 6-fosfato y probablemente los productos que la conforman
como son la glucosa y P; (76). La unidad catalitica G6Pasa sigue siendo un
objetivo terapéutico para el tratamiento de la diabetes tipo 2, y ahora el
componente G6PT del sistema se ha convertido en un objetivo terapéutico
también. Madsen y Westergaard han revisado varios compuestos que ejercen una
accion inhibitoria sobre el sistema G6Pasa. Estos compuestos han surgido como
resultado de un esfuerzo sustancial para desarrollar un tratamiento para la
diabetes tipo 2. El acido clorangénico se ha identificado como el inhibidor mas
especifico de la G6PT, el cual ya se esta siendo sintetizado por la industria
farmacéutica como un nuevo agente terapéutico para la diabetes, su accion
consiste en disminuir la produccion de glucosa hepatica y causar un incremento
de los depésitos de glucégeno, tanto en el higado como en el rifion (77-79).

El estudio histologico realizado en este trabajo, demostré cualitativamente una
mayor cantidad de glucégeno hepatico en aquellas ratas sanas a las cuales se les
administré el extracto butandlico de Cecropia obtusifolia, en comparacion con el
lote control sin tratamiento, lo cual, esta ocasionado por la presencia del acido
clorangénico en el extracto. Se ha observado que al inhibir la G-6- translocasa hay
un incremento en la concentracién de G6P, la cual estimula la actividad de la
glucégeno sintetasa, aumentado asi la cantidad de depodsitos de glucégeno
(28,77), y por concecuencia se reducen los niveles de glucosa generada por el
higado, dando como resultado una disminucién en la hiperglucemia durante la
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diabetes. Los resultados mostrados en las micrografias de higado de ratas
procesados con la técnica de PAS-SCIFF, son respaldados por los datos
publicados por Cetto Andrade en el 2010, en los cuales se demuestra que uno de
los principales componentes del extracto butandlico de C obtusifolia es el acido
clorangénico y que una dosis de 160 ug/ml del extracto butandlico inhibe la
actividad de la glucosa-6-P translocasa (95). Cuando la secrecién de insulina es
defectuosa, la falta de supresion del glucagon puede causar hiperglucemia
importante al aumentar las tasas de produccién de glucosa. También se ha visto
gue la insulina causa un decremento en la actividad de G6Pasa (77), haciendo
referencia a lo antes mencionado, en los cortes histologicos de Pas-Schiff del lote
D se observaron pocos depodsitos de glucogeno ocasionados por el efecto
glucagon-insulina, no siendo el mismo caso para el lote DC, que presenta mayor
cantidad de depdsitos en comparacién al lote D, lo cual, nos indica que el acido
clorangénico presente en el extracto butandlico inhibe la produccion de glucosa
hepatica tanto en ratas sanas como en ratas diabéticas. Estudios en perros han
demostrado que un aumento en el contenido de glucdgeno hepatico no altera la
absorcién de glucosa en el higado y su almacenamiento (80). También se ha visto
gue la actividad de la G-6-Pasa se incrementa en modelos animales de DMT2,
como es el caso del de aloxana, estreptozotocina y ratones ob/ob.

Ademas de los hepatocitos y de las células endoteliales que revisten los
sinusoides, en el higado existen macréfagos especializados llamados células de
Kupffer, las cuales, se encargan de englobar a las particulas que circulan por la
corriente sanguinea y fagocitan los eritrocitos viejos. La resistencia a la insulina
hepética es una causa subyacente importante del sindrome metabdlico que se
manifiesta en enfermedades como la diabetes tipo 2, la aterosclerosis o la
enfermedad de higado graso no alcohdlico (HGNA). Las células de Kupffer son
también fundamentales para la respuesta homeostatica hepética frente a las
lesiones hepatotdxicas. Al sufrir los hepatocitos cambios degenerativos, las células
de Kupffer responden inmediatamente y liberan mediadores de la respuesta
inflamatoria y reparadora, entre los que se encuentran el Factor de Necrosis
Tumoral o (TNFa), el que provoca un incremento en los triglicéridos y VLDL
séricos durante la diabetes (74). EI TNFa es una citosina inflamatoria que puede
inducir a otras citocinas con mayor actividad como es el caso de interleucina-6 que
ha su vez regula la expresion de proteina C reactiva (PCR). Estos mediadores
solos 0 en combinacién pueden dafiar la funcion endotelial y contribuir asi a la
arteriotrombosis. También el TNFa es capaz de inducir la resistencia endotelial a
la insulina por su capacidad de poner en peligro la inhibicion del receptor del
sustrato insulinico. En las microfotografias del lote diabético se puede observar un
mayor numero de células de Kupffer, las cuales al liberar el TNFa ocasionan una
resistencia a la insulina, la cual se ve reflejada en una menor cantidad de
depositos de glucégeno en comparacién con el lote control.

La tincién de rojo congo nos demuestra que el consumo del extracto no ocasiona

formacion de depésitos de proteina amiloide en el lote control. La amiloidosis o
enfermedad amiloidea constituye un grupo heterogéneo de enfermedades
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caracterizadas por el deposito extracelular de material protéico autdlogo, fibrilar
con estructura molecular terciaria en disposicién p-plegada. Como consecuencia
de la estabilidad de la proteina fibrilar amiloide, el depdsito amiloide provoca de
forma progresiva la sustitucién y la destruccion del parénquima en los 6rganos
afectados, condicionando alteraciones funcionales diversas segun la localizacion e
intensidad del depodsito. Los depdsitos aparecen primero en los espacios de Disse,
desde los que se extienden de manera progresiva aprisionando al parénquima
hepético adyacente y a los sinusoides. Las células atrapadas experimentan una
atrofia de compresién y acaban siendo sustituidas por laminas de amiloide. La
tincion Tricromica de Masson nos demuestra que el consumo del extracto
butandlico no ocasiona dafios en el tejido conjuntivo del higado.
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13. CONCLUSIONES.

e La administracion del extracto butandlico de C. obtusifolia, aumenta el
depdsito de glucogeno hepético tanto en ratas sanas como diabéticas.

» El &cido clorangénico presente en el extracto butandlico disminuye la
produccion hepatica de glucosa inibiendo a la G-6- translocasa.

» La administracion del extracto butandlico de C. obtusifolia, no ocasiona dafio
estructural en el higado.

e La administracion del extracto butandlico de C. obtusifolia, no induce la
formacién de depdsitos de proteina amiloide en ratas sanas.
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XV.ANEXOS

REACCION DE ACIDO PERYODICO-SCHIFF (PAS).

Lavar en alcohol de 70°.

Poner los cortes en acido periddico alcohdlico, por 10 minutos.
Lavar en alcohol de 70°.

Lavar con enjuague reductor por 5 minutos.

lavar en alcohol del 90°.

Tefiir con el reactivo de Schiff, durante 10 minutos,

pasar a tres cambios seguidos de bisulfito de sodio, por dos minutos en
cada cambio.

8. lavar en agua corriente, por 5 minutos.

9. Contratefiir los nucleos con fast green.

10. Deshidratar con alcohol de 96° y absoluto.

11.aclarar con xilol.

12. Cubrir con resina.

NoghkwNE

Acido periddico.
- Acido periodico 0.8 grs.
- Agua destilada 30 ml.
- Acetato de sodio hidratado 0.27 g.
- Alcohol absoluto 70 ml.

Enjuague reductor.
- Yoduro de potasio 2.0 g.
- Tiosulfato de sodio 2.0 grs.
- Agua destilada 40 ml.
- Acido clorhidrico 1N 1.0 ml.

Hacer primero la disolucion de yoduro con tiosulfato y agua, después hacer la
solucién de alcohol con acido clorhidrico y el agua, y agregar a la primera
disolucion, moviendo rapidamente. Si se forma precipitado dejar que se asiente y
usar solo la disolucion.

Bisulfito de sodio.
- Metabisulfito de sodio 0.5 g.
- Agua destilada 100 ml.

Reactivo de Schiff.
- Fucsina basica 0.5a 1.0 g.
- Agua destilada 85 ml.
- Metabisulfto de sodio 1.9 g.
- Acido clorhidrico 1N 15 ml.
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Hervir el agua destilada y agregar la fucsina agitando, enfriar hasta 50°C vy filtrar;
afadir el acido clorhidrico, enfriar hasta 25°C y agregar el metabisulfito de sodio.
Utilizando una botella de tamafo adecuado, que no deje espacio para aire, agitar
a intervalos de 2 horas y dejar toda la noche; agregar 200 mg de carbén activado,
agitar y filtrar. La disolucion debe de quedar transparente y guardarse en el
refrigerador.

El principio de la reaccién del acido periédico es producir un proceso de oxidacion
entre carbono y carbono

La reaccion de PAS nos revela todo tipo de carbohidratos (polisacaridos, como el
glucégeno, mucopolisacaridos, glucolipidos, glucoproteinas etc.). Se basa en la
reaccion con el reactivo de Schiff de los grupos aldehido liberados de los grupos
vic-glicol presentes en los carbohidratos tras su oxidacion con &cido peryddico. El
reactivo de Schiff contiene fucsina basica (o pararrosanilina), que en solucién
acida y en presencia de SO, da lugar a una forma no coloreada (acido N-
sulfénico). Este reactivo reacciona con los grupos aldehido libres formando un
compuesto insoluble de color rosa.
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INDICE DE ABREVIATURAS.

aa: aminoacidos.

ADP: Adenocin difosfato.

ADP-Glucosa: adenosin difosfato glucosa.

AMP: adenosin monofosfato

AMPc: adenosin monofosfato ciclico

ARNmM: Acido ribonucleico mensajero.

ATP: Adenaocin trifosfato.

cGMP:

CHA: acido clorangénico.

CHL: Colesterol.

cm: centimetros.

D: Diabética.

DC: Diabética con Cecropia.

DG: Diabética con glibenclamida.

DKA: Cetoacidosis diabética.

dL: decilitros.

DM1: Diabetes Mellitus Tipo 1.

DM2: Diabetes Mellitus Tipo 2.

DMID: Diabetes Mellitus Insulinodependiente.
DMNID: Diabetes Mellitus no Insulinodependiente.
E.E: Error estandar.

EAG: Enfermedades por acumulacién de glucégeno.
g: gramos

G1-P: Glucosa 1 fosfato.

G6-P: Glucosa 6 fosfato.

GL6-PT: Glucosa 6 fosfato translacasa.

GLU: Glucosa.

GLUT: Sistema facilitador de trasporte de glucosa.
H-E: Hematoxilina eosina.

IGF-1 Receptor de factor de crecimiento insulinico.
IP: Intraperitonial.

Kg: kilogramos.

LC: Lote control.

m: metros.

mg: miligramos

mL: mililitros

mm: milimetros.

N: normal

NADPH™: nicotina adenina dinucleétido en forma reducida.
NDC: No diabética con Cecropia.

nm: nanometros

NO: Oxido nitrico.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.



P1P2:

PAS: Reaccion de acido peryodico.
PEPCK: Fosfoenol piruvato carboxilasa.
Pi: Fésforo inorgéanico.

PKA: Proteina quinasa A.

SGLT: Transportador de glucosa asociado a sodio.

SLC:

SO;: dioxido de azufre.

STZ: Estreptozotocina.

SUR:

TGL: Triglicéridos.

UDP-Glucosa:

VLDL: Lipoproteinas de baja densidad.
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