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RESUMEN

La Diabetes Mellitus (DM) es un conjunto de trastornos metabolicos que alteran los carbohidratos,
proteinas y grasas. La diabetes mellitus tipo 1 (DML1) se caracteriza por una produccion deficiente
de insulina y requiere la administracion diaria de esta hormona. Se desconoce aln la causa real y en
algunos casos no se puede prevenir con el conocimiento actual (Bell y col., 2001; Diaz, 2006;
Lopes y Paes, 2011; Organizacién Mundial de la Salud, 2013). Se conocen factores genéticos y
desencadenantes ambientales que confieren susceptibilidad de desarrollar la enfermedad, asi como
alteraciones inmunolégicas asociadas al proceso inflamatorio de los islotes de Langerhans
(Verdaguer y Vives, 2004).

En el mundo hay més de 347 millones de personas con diabetes, se calcula que en 2004
fallecieron 3,4 millones de personas como consecuencias del exceso de glucosa en la sangre. Méas
del 80% de las muertes por diabetes se registran en paises de ingresos bajos y medios (Organizacién
Mundial de la Salud, 2013).

El avance en la prevencion y tratamiento de la DM dependera en gran parte de la comprension
de los mecanismos que presenta y para ello es imprescindible utilizar nuevas alternativas que
apoyen o retarden las complicaciones de ésta enfermedad (Keter y Mutiso, 2011). En algunas
comunidades, la gente depende de medicinas tradicionales como fuente primaria de la salud. Como
alternativa a los medicamentos disponibles, las plantas son consideradas como un complemento en
el tratamiento de la diabetes dentro de la etnomedicina (Afifi-Yazar y col., 2011).

Para mejorar la calidad de vida en individuos diabéticos, los laboratorios Nadian plus
desarrollaron un Extracto Herbolario (EH) utilizado en el tratamiento de la diabetes. EI EH consta
de distintas plantas, con propiedades que posiblemente puedan favorecer en la disminucion de
algunos parametros (glucosa, colesterol, triacilglicéridos, bilirrubinas, transaminasas e histologia)
evaluados en este trabajo.

Para estudiar los efectos del EH se generé un modelo experimental de ratas wistar con
DML1, y se administrd por via oral el EH, se complementd el tratamiento con dos tipos diferentes de
accion de insulina (Insulina Intermedia e Insulina Rapida). Se observé que la disminucion de los
parametros mencionados anteriormente depende del tipo de insulina utilizada y asi lograr un efecto
benéfico en individuos diabéticos.

Por otra parte, se utiliz6 como tratamiento alterno &cidos grasos omega 3 (AG ®-3), se han
reportado que los AG -3 producen un efecto en individuos diabéticos y no diabéticos. Los AG ®»-3
disminuyen las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y los triacilglicéridos del plasma,
reducen la presién arterial, modulan la respuesta vascular y plaquetaria ante dafios bioquimicos o
fisicos (Nassif y Merifio, 2003).

Se observo que la administracion de los AG ®-3 reducen las concentraciones de glucosa,
colesterol y triacilglicéridos en individuos diabéticos. El control de estos parametros se reflejo en el
analisis histopatol6gico, lo cual favorece al retardo del dafio en tejidos.
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I. JUSTIFICACION

La DM1 comprende la mayoria de los casos que resultan de una destruccion de las células B del
islote de Langerhans, lo que generalmente conduce a un déficit absoluto de insulina y, por tanto, se
asocia a la predisposicion a desarrollar cetoacidosis. En esta situacion, los pacientes precisan
insulina para sobrevivir, pero actualmente el proceso de destruccion de la célula B se puede detectar
en un estadio clinico mucho mas precoz, incluso cuando el individuo es metabdlicamente normal
(Maureen, 2005).

Siendo una enfermedad con un alto grado de incidencia, se investigan nuevas alternativas
para el tratamiento o prevencion de este padecimiento proporcionando una mejor calidad de vida al
paciente. En los Gltimos afios se han estudiado plantas que apoyen en el tratamiento o bien traten de
contrarrestar el dafo generado en las células B del pancreas y disminuir el proceso destructivo. Con
base en los antecedentes mencionados, el objetivo de nuestro trabajo fue determinar si es posible
que un Extracto Herbolario (que contiene Amula de Monterrey, Hormiguillo, Guayabo, Pino y
Lagrimas de San Pedro) elaborado por la empresa Nadian plus, sea capaz de apoyar en la
disminucién de los niveles altos de glicemia en un modelo experimental de ratas wistar.

II. INTRODUCCION

Desde tiempos remotos el hombre ha buscado de forma empirica en la flora de su habitat remedios
gue combatan las enfermedades para mantener un mejor estado de salud. La gran diversidad de
plantas utilizadas con fines médicos, su amplia gama de aplicaciones medicinales y su conocimiento
etnobotanico, refuerza la necesidad de una evaluacion de su actividad biolégica como base para el
desarrollo de futuros medicamentos. En la medicina alternativa y en la terapia natural, se ha
estimulado un interés en la investigacion de las précticas tradicionales (Eidi y Eidi, 2009; Mayori,
2011).

Las plantas medicinales constituyen uno de los recursos terapéuticos utilizados tanto en el
medio rural como suburbano, en donde los servicios de atencion médica son escasos. En el campo
de la medicina las hierbas se definen como farmacos brutos, de origen vegetal utilizados para tratar
enfermedades que a menudo son de naturaleza crénica (Robbers y Tyler, 1999; Osuna y col., 2005).

La carga de morbilidad de la diabetes estd aumentando en todo el mundo, y en particular en
los paises en desarrollo. Las causas son complejas, pero en gran parte estan relacionadas con el
rdpido aumento del sobrepeso, la obesidad y la inactividad fisica (Organizacion Mundial de la
Salud, 2012).

La DM es una enfermedad cronico-degenerativa que afecta el metabolismo de proteinas,
grasas y carbohidratos; es un conjunto de trastornos metabo6licos que comparten la caracteristica
comun de la hiperglucemia. La DM se debe a los defectos en la secrecion de insulina, la accion de
insulina o, mas frecuentemente, a ambas. Una consecuencia de la aparicién de la diabetes es la
ruptura de la homeostasis de la glucemia en correlacion con los factores genéticos, factores
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ambientales, la obesidad, el estilo de vida, entre otros (Alpizar, 2008; Kumer y col., 2008; Mizutani
y col., 2011).

A pesar de la administracion de insulina, la dieta y la actividad fisica, no son una cura, sin
embargo, pueden mejorar la calidad de vida. EI cambio en la dieta ha influido en muchas
enfermedades (como la DM) y ha puesto de manifiesto sus efectos benéficos. Un caso particular son
los &cidos grasos poliinsaturados, son componentes que se requieren a partir de una dieta, ya que
participan en multiples procesos fisioldgicos, donde cumplen un rol estructural en los fosfolipidos
de las membranas celulares y son sustratos para la sintesis de diversos mediadores fisioldgicos.

Los mamiferos como el humano, requieren de &cidos grasos omega 3 (AG ®»-3) y &cidos
grasos omega 6 (AG w-6), pero no tienen la capacidad enzimatica para sintetizarlos. Por tanto, los
mamiferos no pueden sintetizar linoleato ni linolenato. El linoleico y linolénico son dos &cidos
grasos esenciales. El término esencial significa que deben consumirse en la dieta puesto que son
requeridos en el organismo y no pueden sintetizarse por via endogena. El linoleico y linolénico
suministrados por la dieta son los puntos de partida para la sintesis de toda una serie de acidos
grasos insaturados (Berg, Stryery y Tymoczko, 2008; Nelson y Cox, 2009).

El primer exponente de los AG ®-3 es el acido a-linolénico (C18:3) el cual via desaturasas
y elongasas se puede transformar en el acido eicosapentaenoico (C20:5, EPA) y posteriormente en
el acido docosahexaenoico (C22:6, DHA). El primer exponente de los acidos grasos w-6 es el acido
linoleico (C18:2) y uno de sus derivados mas importantes es el acido araquidénico (C20:4, AA)
(Gonzalez y col. 2011).

Los eicosanoides son una familia de moléculas de sefializacién biol6gica muy potentes que
actian como mensajeros de corto alcance y que afectan a tejidos cercanos a las células que los
producen (Cox y Nelson, 2009). El Acido Araquidénico, derivado del linoleato, es el precursor mas
importante de varias moléculas sefial: prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos y leucotrienos
(Berg, Stryery y Tymoczko, 2008).

Los AG ®»-3 también parecen ejercer una serie de efectos potencialmente beneficiosos sobre
la musculatura vascular lisa, mediante la reduccion de la pérdida de calcio intracelular y en la
disminucion de la proliferacion de células musculares lisas (a través de la inhibicion de factores de
crecimiento) y el aumento de la produccién de Oxido nitrico. Ademas de sus efectos sobre la
dislipidemia y la arteriosclerosis, los AG ®»-3 podrian tener efectos antiarritmicos (Gonzalez y
col.2011).

En innumerables investigaciones se ha observado los beneficios de los AG ®-3 sobre
modelos experimentales en Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2), se ha sefialado que hay una
interaccion significativa entre la alteracion de las membranas y el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, entre ellas la diabetes. Con algunos de éstos antecedentes se considerd la idea de
implementar una dieta en individuos diabéticos Tipo 1 y analizar algunos parametros que estén
involucrados en el desarrollo de la Diabetes como lo son el colesterol y los triacilglicéridos.
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1.1. Pancreas

1.1.1. Localizacién

El pancreas humano es una glandula de secrecion mixta (endocrina-exocrina), anexa al tubo
digestivo; se extiende en sentido transversal por la parte superior del abdomen, esta entre el asa del
duodeno vy el hilio del bazo (Fig.1). Se encuentra en posicion retroperitoneal, por detras del saco
epiplén menor y del estomago, una localizacion que lo hace inaccesible a la exploracion fisica.
Algunos trastornos principalmente del pancreas exocrino, estan relacionados con la DM (Rubin y
col., 2006; Cheny col., 2011).

Glandula
suprarrenal
Cuerpo del pancreat

Rifon derecho Pancreas

Duodeno

Cabeza del
pancreas

Colon

Figura 1. Localizacion de Pancreas. Se encuentra en la curvatura mayor del estmago y el duodeno. La cabeza del
pancreas se proyecta hacia el bazo (Shiinke, 2006).

1.1.2. Anatomia e Histologia

El pancreas esta formado por dos drganos diferentes desde el punto de vista funcional: el pancreas
exocrino, formado por células que constituyen acinos y conductos que secretan enzimas (proteasas,
lipasas, amilasas y nucleasas) necesarias para la digestion y bicarbonato. El pancreas endocrino, es
la fuente de la insulina, el glucagon, la somatostatina y del polipéptido pancreatico, estas hormonas
regulan los aspectos de la nutricion celular desde el indice de absorcion de nutrientes hasta el
almacenamiento o metabolismo celular de los mismos (Fig. 2) (LeRoith y col., 2003; Gonzéalez y
col., 2004; Gardner y Shoback, 2008).
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Conducto biliar comun
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Papila
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Islote pancreatico
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de glucagén
Células productoras
de insulina
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B)

Vena

A conducto
pancreatico

sanguineo

Figura 2. Anatomia e Histologia del pancreas. A) La cabeza del pancreas se encuentra dentro de la curvatura
duodenal, con el conducto pancreético que desemboca en el duodeno. B) Histologia del pancreas que muestra tanto
los acinos y el sistema de conducto pancreético (Seely, 2005).

El pancreas endocrino esta compuesto por grupos de células que se agrupan entre los acinos
pancreaticos denominados islotes de Langerhans y estan distribuidos en todo el pancreas exocrino
(McPhee y Ganong, 2007).

En el pancreas, el 75 % de las células de los islotes son células f y producen insulina,
hormona que es liberada cuando se eleva la glicemia, activa la transformacion de glucosa en
glucogeno (glucogénesis) y un péptido llamado amilina. Otro 20% son células o, que secretan
glucagdn, cuyo efecto es elevar la glucemia cuando hay cifras bajas. Las células C o
indiferenciadas, son cromoéfobas y en opinidon de algunos investigadores, estdn destinadas a
reemplazar células o o B dafiadas. Segun otros, son el resultado de un proceso degenerativo de las
células a. La mayoria de las células restantes son células D, que secretan somatostatina. Otras
células raras llamadas células PP (o células F) producen polipéptido pancreético (Fuentes, 2006).

La estructura y disposicion de las células dentro del islote en el ser humano estan
entremezcladas, se apoya la existencia de que hay estrechas interacciones paracrinas: la insulina
reduce la produccion de glucosa en el higado. La insulina y el glucagén tienen efectos reguladores
opuestos en la homeostasia de la glucosa. En adicion la somatostatina inhibe la secrecion de ambas
hormonas (Fuentes, 2006; Vinay y col., 2008; Escobar y Tébar, 2009).

Las células B disponen de mecanismos capaces de detectar los cambios en los niveles de
nutrientes, neurotransmisores y hormonas en su entorno, el principal regulador fisioldgico de la
secrecion de insulina es la concentracion de glucosa en la sangre. Las células B son capaces de
integrar todas las sefiales en una respuesta secretora adecuada con el fin de mantener la homeostasis
de la glucosa bajo las mas variadas condiciones (Escobar y Tébar, 2009).
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1.2. Insulina

Es una hormona de origen proteico presentar dos puentes disulfuro, contiene 51 aminoacidos, su
peso molecular es de 5,9 kDa. Posee dos cadenas peptidicas: la A de 21 aminoécidos y la B de 30
aminoécidos. El tiempo de vida media de la hormona es de 3-5 min y es catabolizada por
insulinasas en el higado, rifion y placenta (Fig. 3) (Gonzélez y col., 2004; Flores y col., 2007;
Figuerola, 2003; Silverthorn, 2008).

La insulina es una hormona peptidica tipica (Fig. 4) sintetizada como una prohormona
inactiva y activada antes de la secrecion. Actta sobre el metabolismo de los carbohidratos, los
lipidos y las grasas. EI musculo y el tejido adiposo constituyen sus principales érganos diana.
Facilita el transporte de glucosa a través de la membrana celular, promueve su transformacién en
glucosa-6-fosfato, favorece la sintesis de glucdgeno hepético y el muscular (Figuerola, 2003;
Silverthorn, 2008).
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Figura 3. Estructura de la Insulina humana (Contreras, 2004).

El gen de la insulina esta localizado en el brazo corto del cromosoma 11. La insulina se
sintetiza a partir de la molécula precursora prepoinsulina, que estd formada por la molécula
proinsulina precedida por un péptido sefial. La separacion de éste péptido sefial da lugar a la
proinsulina (Fig. 5) (Gomis, 2007; McPhee y Ganong, 2007; Figuerola, 2003; Gardner y Shoback,
2008).

La proinsulina esta formada por una cadena de 86 aminoacidos, que incluye las cadenas A 'y
B de la molécula de insulina mas un segmento conector de 35 aminoacidos que se transporta al
aparato de Golgi, almacenandose en granulos secretores cubiertos de clatrina. La maduracion de los
granulos se relacionan con la pérdida de la cubierta de clatrina, convierte la proinsulina a insulina y
un pequefio conector a péptido C, el residuo de 31 aminoacidos (peso molecular de 3,0 kDa)
formado por degradacion proteolitica en dos sitios a lo largo de la cadena peptidica (Gardner y
Shoback, 2008).
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Figura 4. Estructura de la proinsulina. La molécula de proinsulina corresponde a un péptido que engloba a la
insulina y al péptido conector. Mediante la accion de endopeptidasas es escindida. La insulina esta constituida por
una cadena Ay una B, unidas por puentes disulfuro. La cadena A tiene una secuencia de 21 aminoacidos y la
cadena B de 30. La insulina esta representada en blanco, mientras que el péptido conector esté en gris. Los
aminoacidos en negro representan las regiones en donde acttian las endopeptidasas (Gonzalez y col., 2004;
Gardner y Shoback, 2008).

1.2.1. Mecanismo de Secrecion de la Insulina

El pancreas humano secreta de 40-50 U/dia en adultos sanos, su concentracion sérica promedio es
de 10 uU/ml y raramente se eleva por arriba de 100 pU/ml. La secrecion de insulina se divide en:

» Secrecidn basal: Es la cantidad de insulina secretada en estado de ayuno. Se presenta en
ausencia de los estimulos exdgenos. Sin embargo cuando las concentraciones de glucosa se
encuentran entre 80 a 100 mg/dL no hay estimulacién en la liberacién de insulina (Gardner
y Shoback, 2008).

» Secrecidn estimulada: Se presenta cuando hay respuesta de un estimulo exdgeno, siendo la
glucosa el estimulante més potente de la liberacion de insulina (Gardner y Shoback, 2008).

Proteinas Transportadoras de Glucosa (GLUT)
La glucosa es el principal sustrato energético de la célula (Fig. 5) y debido a que las membranas

celulares son impermeables a las moléculas hidrofilicas como la glucosa, para su ingreso requiere
de proteinas transportadoras (Alpizar, 2008; Gardner y Shoback, 2008).
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Figura 5. Glucosa (Castafio y col., 2008).

La oxidacion de la glucosa es la principal fuente de energia para muchas células del
organismo y es esencial para la funcién cerebral. Se han descrito dos sistemas de transporte de
glucosa y de otros monosacaridos. El intestino y el rifidén tienen un cotransportador de glucosa
dependiente de Na* (SGLT) (transportadores sodio-glucosa) mientras que en los demas tejidos
utilizan otros, que facilitan la difusién de la glucosa de un sitio, de mayor a menor concentracion a
través de la membrana celular (GLUT) (Proteinas transportadoras de glucosa) (Tabla 1) (Flores y
col., 2007; Alpizar, 2008; Gardner y Shoback, 2008).

Tabla 1. Transportadores de Glucosa (GLUT'S)

Nombre Distribucion Funcion
Se presenta en todos los tejidos | Parece mediar la captacién basal de
GLUT 1 humanos. Endotelio en SNC, [ glucosa, tiene alta afinidad por la glucosa
eritrocitos, placenta, riidn y |y es capaz de transportarla en las
colon. concentraciones relativamente bajas en el
estado basal.
Afinidad muy baja por la glucosa y actla
GLUT 2 Rifion, intestino delgado, higado | como transportador cuando las
y células P. concentraciones son relativamente
elevadas.
Se encuentra en todos los tejidos. | Transportador en la superficie neuronal.
GLUT 3 Neurona y placenta. Afinidad muy elevada por la glucosa y de
trasportarla hacia las neuronas.
Atrapado en la célula y no funciona como
GLUT 4 Mdasculo esquelético y cardiaco, | transportador de la glucosa hasta que una
tejido graso blanco y pardo. sefial promovida por la insulina ocasiona
translocacion a la membrana celular.
Intestino delgado, endotelio en | Transportador de glucosa y fructuosa. Alta
GLUT5 SNC y espermatozoides. afinidad como transportador es

responsable de la absorcién de fructosa.

Proteinas transportadoras de glucosa (Burgos y Diaz, 2002; Gonzalez y col., 2004; Flores y col., 2007; Gardner y

Shoback, 2008).
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Transporte de la Glucosa

El ingreso de la glucosa requiere de la formacion previa de uniones débiles (tipo puentes de
hidrégeno) entre grupos hidroxilo y carbamino del GLUT y los grupos hidroxilo de la glucosa (Diaz
y Burgos, 2002). El ingreso de la glucosa a través de la membrana se desarrolla en 4 etapas, las
cuales se describen a continuacion:

1) Laglucosa se une al transportador en la cara externa de la membrana.

2) El transportador cambia de conformacion, la glucosa y su sitio de unidén se encuentran
localizados en la parte interna de la membrana.

3) El transportador libera la glucosa al citoplasma.

4) El transportador libre cambia nuevamente de conformacidn, exponiendo el sitio de union a
la glucosa en la parte externa y retorna a su estado inicial (Fig. 6).

En la cara luminal de la membrana, la glucosa se transporta en forma activa en contra del
gradiente de concentracion. La molécula que sirve como vehiculo fija al Na"y a la glucosa con una
relacion 1:1 y atraviesa la membrana. Luego el Na* sale de la célula por accién de Na*/K*-ATPasa,
otra vez en contra del gradiente de concentracion. La glucosa se excreta de las células de la mucosa
por transporte activo a través de la proteina transportadora GLUT2. Alrededor del 25% de la
glucosa alcanza la sangre por difusion pasiva; aproximadamente el 15% regresa a la cara externa
por accion del vehiculo (Konrad y Grimm, 2007).

Glucosa
Luz
Transportador | $
de Na*de la mucosa
Membrana
superficial
Na*(50 mmol/L)
Na* TPasa
(40 mmoliL) Difusién 60%
del 25% GLUT2

Figura 6. Mecanismo de transporte de la glucosa (Konrad y Grimm, 2007).
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Liberacion de la Insulina

La glucosa ingresa a las células B a través de proteinas transportadoras de glucosa, éstas se
encuentran en exceso y permiten el transporte bidireccional de la glucosa, teniendo un equilibrio
entre las concentraciones extracelulares e intracelulares de glucosa (McPhee y Ganong, 2007,
Gardner y Shoback, 2008).

La glucocinasa es una enzima cuya actividad estd regulada por la misma glucosa, controla la
primera etapa del metabolismo de la glucosa: “fosforila la glucosa para formar glucosa-6-fosfato’se
cree que esta enzima funciona como el sensor de la glucosa de las células . El catabolismo de la
glucosa en las células B produce aumento en la proporcion de trifosfato de adenosina
(ATP)/difosfato de adenosina (ADP) intracelular (Fig. 7). Esta elevacion causa que se cierren los
conductos de potasio sensibles al ATP, que se encuentran sobre la superficie de las células 8, con lo
gue se despolariza la célula y se activan los conductos de calcio sensibles al voltaje (McPhee y
Ganong, 2007; Gardner y Shoback, 2008).

La liberacién de insulina requiere de calcio (Gardner y Shoback; 2008). Algunos efectos de la
glucosa sobre el desplazamiento del ion de calcio se muestran a continuacion:

1) La captacion de calcio se incrementa por la estimulacion con glucosa de las células p.

2) Lasalida del calcio a las células se retarda por accién de la glucosa.

3) La movilizacion del calcio desde las mitocondrias se presenta después de la induccion del
monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) por glucosa.

La glucosa induce de manera directa la formacion del AMPc (regulador de la liberacién de
insulina) (Fig.8) (Gardner y Shoback; 2008).

Insulina

fosfato = A A

A AT -
11 ] . Calor
Glucaolisis A :
ADHY | ey ATP
\Jt"\‘

Ciclo TCA

Glucosa % Gradiente de
Glucocinasa l, /protones
Glucosa 6 H~H' L \

Piruvato

Figura 7. Acoplamiento entre estimulo de glucosa y secrecion de insulina (Escobar y Tébar, 2009).
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Figura 8. Liberacion de Insulina es estimulada por la glucosa, a partir de la célula p. La salida del K* (A) polariza
la membrana de la célula B y evita el ingreso del Ca®" al cerrar un canal del Ca?* dependiendo del voltaje (B) con la
captacion de la glucosa por las células B, se estima que el metabolismo de la glucosa inhibe la salida del K*, lo cual
despolariza la célula y permite el ingreso del Ca?* (C). El Ca?" estimula la secrecién de las vesiculas con insulina.
(D) ATP, trifosfato de adenosina; AMPc, monofosfato de adenosina ciclico (Escobar y Tébar, 2009).

La glucosa es un estimulo importante para la secrecion de insulina, existen factores que pueden
estimular, amplificar o inhibir la secrecién de ésta, los cuales se mencionan a continuacion:

1. Aumento de las concentraciones de glucosa. Un estimulo importante para la liberacion de
insulina es una concentracion plasmatica de glucosa mayor de 100 mg/dL. La glucosa
absorbida desde el intestino delgado alcanza las células B del pancreas, donde es captada
por los transportadores GLUT2. Con mas glucosa disponible como sustrato, la produccién
de ATP aumenta y los canales de K* regulados por ATP y los canales de Ca®* inician la
exocitosis de insulina (Figuerola, 2003; Silverthorn, 2008).

2. Aumento de las concentraciones de aminoacidos. El incremento de las concentraciones
plasmaticas de aminoacidos luego de una comida también desencadena la secrecion de
insulina. La insulina activa las enzimas para la sintesis de proteinas e inhibe las enzimas
que promueven la degradacion de proteinas. Los aminoacidos en el alimento ingerido son
utilizados para la sintesis de proteinas tanto por el higado como por el masculo. El exceso
de aminoécidos es convertido en AG (Figuerola, 2003; Silverthorn, 2008).

3. Efectos por prealimentacion de las hormonas gastrointestinales. EI 50% de la secrecion
de insulina es estimulada por la hormona péptido | semejante al glucagén (GLP-1). El
GLP1 y el GIP (péptido inhibitorio géastrico) son hormonas incretinas producidas por las
células del ileon y el yeyuno en respuesta a la ingestion de nutrientes. Las incretinas viajan
a través de la circulacion hasta las células B del pancreas y pueden llegar alli aun antes de
que se absorba glucosa. La liberacion anticipatoria de insulina en respuesta a esas hormonas
impide una elevacion subita de las concentraciones plasmaticas de glucosa cuando se
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absorbe la comida. Otras hormonas gastrointestinales, como la CCK (colecistoquinina) y
gastrina, amplifican la secrecion de secretina (Figuerola, 2003; Silverthorn, 2008).

4. Actividad parasimpatica. La actividad en el aparato digestivo y en el pancreas aumentan
durante una comida, y la respuesta aferente parasimpatica y que llegan a las células j,
estimulan la secrecidn de insulina (Figuerola, 2003; Silverthorn, 2008).

5. Actividad simpética. La secrecion de insulina es inhibida por las neuronas simpaticas. En
periodos de estrés, aumentan las aferencias simpaticas que llegan al pancreas endocrino, lo
cual se ve reforzado por la liberacion de catecolaminas y por la médula suprarrenal. La
adrenalina y la noradrenalina inhiben la secrecion de insulina y cambian el metabolismo
hacia la gluconeogénesis para proporcionar combustible extra para el sistema nervioso y los
musculos esqueléticos (Figuerola, 2003; Silverthorn, 2008).

1.2.2. Receptor de Insulina

Es una proteina integral de la membrana plasmatica en una gran variedad de células. Sin embargo,
la accion mas importante de la insulina es en las células de tejido muscular estriado y cardiaco, asi
como en adipocitos y los hepatocitos (Gonzalez y col., 2004; Flores y col., 2007).

El receptor se constituye por dos subunidades o y dos . Las a tienen una region externa en
relacién con el liquido extracelular, ademas del sitio de reconocimiento de la insulina. Las
subunidades B se relacionan con el liquido intracelular y tiene las regiones cataliticas que permiten
su autofosforilacion y la fosforilacién de proteinas (Gonzélez y col., 2004).

Los receptores para insulina pertenecen a un grupo de moléculas con actividad de tirosin-
cinasa. Su caracteristica primordial es que cuando son activados desencadenan una serie de cambios
conformacionales dentro del mismo receptor, provocando la autofosforilacion de los residuos de
tirosina por medio de la hidrélisis de moléculas de ATP. Una vez formado el complejo hormona-
receptor, la actividad de la subunidad  desencadena reacciones en cascada y movilizacion hacia la
superficie celular de varias proteinas incluyendo a las transportadoras de glucosa (GLUT’s 1-5), el
factor de crecimiento insulinico tipo Il (IGF-II), el receptor de lipoproteinas de baja densidad
(LDL), entre otras (Fig. 9) (Gonzalez y col., 2004; Flores y col., 2007).
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Figura 9. Receptor para insulina. Constituido por dos subunidades a y dos B. Las unidades alfa tienen el sitio de
reconocimiento para insulina, mientras que las p son cataliticas. Las subunidades p fosforilan a proteinas
especificas conocidas como “Sustrato para el receptor de insulina” (SRI). Cada uno es fosforilado en regiones
determinadas de las subunidades B. De igual manera, la PI-3K al ser fosforilada por el receptor se activa (Gonzélez
y col., 2004).

1.2.3. Resistencia a la Insulina (RI)

El aumento de la secrecion de insulina en el pancreas mantiene los niveles normales de glucosa,
cuando se desarrolla la resistencia a la insulina se ve afectada la captacion, el metabolismo y
almacenamiento de la glucosa (Bonner-Weir y Weir, 2007).

La RI es un fenémeno fundamental en la patogenia de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2). En
la obesidad, se liberan diversos productos de las células adiposas entre ellos, AG libres y citocinas
como el factor de necrosis tumoral (TNF) y la adinopectina que modifican la sensibilidad periférica
de la insulina (Rubin y col., 2006).

La RI se caracteriza por hiperglucemia, hiperinsulinemia y la dislipidemia. Obedece a
diferentes mecanismos que pueden ubicarse celularmente tanto a nivel del receptor como en los
multiples mecanismos post-receptor. De forma simplificada, la Rl se refiere a una respuesta
biolégica disminuida de los tejidos periféricos a una concentracion especifica de insulina, con la
consiguiente hiperinsulinemia compensatoria (Greenwood y col., 2003; Gonzélez y col., 2004;
Escobar y Tébar, 2009).

Diversos estudios sugieren que el problema de la DM2 se encuentra a nivel post-receptor,
ya que la actividad de la tirosin-cinasa del receptor de insulina estd disminuida en pacientes
diabéticos, esto puede ser consecuencia de un aumento en la actividad de la tirosina fosfatasa o de
un aumento en la fosforilacion de la Ser/Tre del receptor de insulina (Dorantes y col., 2008).
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Otros estudios sugieren que los factores genéticos y ambientales (principalmente la
obesidad) contribuyen a la RI (Brownleg, 2003).

1.3. Diabetes

La DM es un sindrome que comprende un grupo heterogéneo de enfermedades y existen diversos
tipos de diabetes con efectos patoldgicos similares (LeRoith y col., 2003).

Las personas con diabetes tienen grandes reducciones en la esperanza de vida y en la
calidad de la misma, debido a las complicaciones microvasculares especificas de la diabetes, en la
retina, en el glomérulo renal, el nervio periférico y las extensas enfermedades atero-
tromboticomacrovasculares (enfermedad que afecta a las arterias que irrigan el corazon, el cerebro y
las extremidades inferiores) (Brownlee, 2003).

Dentro de la DM existen dos tipos principales que hoy se denominan como Diabetes tipo 1
(antes “insulinodependiente™) y Diabetes tipo 2 (antes “no insulinodependiente™) y que se engloban
en un grupo de entidades que presentan distintas etiologias, modalidades clinicas y diversas
demandas terapéuticas (Contreras, 2004).

Definicion

La DM se define como un trastorno cronico de base genética caracterizado por concentraciones
plasmaticas de glucosa anormalmente elevadas (hiperglucemia), secrecidn insuficiente de insulina y
reactividad anormal de las células diana o ambas (Figuerola, 2003). Presenta tres tipos de
manifestaciones que se muestran a continuacion:

1. Sindrome metabdlico, consiste en hiperglucemia, glucosuria, polifagia, polidipsia, poliuria y
alteraciones en el metabolismo de los lipidos y de las proteinas como consecuencia de un déficit
absoluto o relativo en la accion de insulina (Garner y Shoback, 2008; Silverthorn, 2008; Vinay
y col.; 2008).

2. Sindrome vascular, que puede ser macro y microangiopatico que afecta a todos los 6rganos,
pero especialmente al corazon, a la circulacion cerebral y periférica, a los rifiones y a la retina

(Garner y Shoback, 2008; Silverthorn, 2008; Vinay y col.; 2008).

3. Sindrome neuropatico, que puede ser a su vez autondmico y periférico (Garner y Shoback,
2008; Silverthorn, 2008; Vinay y col., 2008).
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1.3.1. Clasificacion de la Diabetes

De acuerdo a la clasificacion aprobada por la Asociacion Americana de Diabetes y avalada por la
Organizacion Mundial de Salud (OMS), se clasifica la DM de la siguiente manera (Alpizar, 2008).

Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1)
Diabetes Mellitus tipo 2

Otros tipos especificos de diabetes
Diabetes Mellitus Gestacional (DMG)

YV VY

1.3.2. Diabetes Mellitus Tipo 1

Es un grupo de trastornos caracterizados por altos niveles de glucosa en sangre. Las células del
pancreas y sus productos de secrecion de insulina son fundamentales en la fisiopatologia de la
DM1, parte de una deficiencia absoluta de insulina debido a la destruccion autoinmune de células 8
productoras de insulina del pancreas (Bell y col., 2001; Lopes y Paes, 2011). Afecta a la insulina
que influye en el metabolismo de los carbohidratos, la estimulacion de la captacion de la glucosa en
el masculo esquelético y la supresion de la produccidon de glucosa desde el higado, inhibe la
liberacion de los AG del tejido adiposo y estimula la incorporacion de aminoacidos en las proteinas
(Niswender, 2011).

Los factores de riesgo no modificables de la DML han sido establecidos, por ejemplo la
base genética, algunos determinantes ambientales como la raza, zona geografica y otros factores
(Contreras, 2004).

En general la DM1 se caracteriza por una destruccion total de los islotes pancreaticos de
células B y una insulinopenia total. Los pacientes dependen de la administracion diaria de insulina
para sobrevivir (por ello, también recibi6 la denominacion de diabetes mellitus insulinodependiente
0 DMID) (Lavin, 2003). La DM1 se puede clasificar en:

1. DM1 Autoinmunitaria, se define por la presencia de anticuerpos anticélulas insulares
(ICA), antiinsulina (IAA), autoanticuerpos contra la descarboxilasa del acido glutdmico
(anti-GAD) y autoanticuerpos contra la fosfatasas de la tirosina 1A-2 e I1A-2p. Por lo menos
uno y habitualmente varios de estos anticuerpos estan presentes en el 85 a 90% de los
individuos cuando se detecta por primera vez hiperglucemia (Figuerola, 2003; Contreras,
2004).

También la enfermedad tiene fuertes asociaciones HLA. Los alelos HLA-DR/DQ pueden
ser ya sea predisponentes o protectores (Contreras, 2004).

La velocidad de la destruccion celular es variable, rapida en algunas personas y lenta en
otras. La forma de destruccion rapida se observa cominmente en nifios; la forma de
destruccion lenta en general ocurre en adultos y se denomina diabetes autoinmunitaria
latente en adultos (LADA) (Figuerola, 2003).
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2. DML1 Idiopatica, en la que se desconoce la etiologia o la patogenia de la destruccion, no se
puede demostrar la presencia de trastornos autoinmunitarios (no incluye las formas de
destruccion de la célula beta en las que se pueda identificar una causa especifica)
(Figuerola, 2003; Contreras, 2004).

Los individuos con esta forma de diabetes sufren de cetoacidosis episddica y presentan
diversos grados de deficiencia insulinica entre los episodios. Esta forma de diabetes carece de
evidencias inmunoldgicas de autoinmunidad y tampoco tiene relacion con el sistema HLA
(Contreras, 2004).

La enfermedad por lo general afecta a personas menores de 30 afios de edad con mayor
incidencia durante la pubertad. La destruccion autoinmunitaria de las células  no tiene lugar de
manera aguda, los sintomas clinicos si ocurren de esta manera (McPhee y Ganong, 2007).

Los individuos con DM1 tienen pocas células B, con lo que no pueden liberar suficiente
insulina para provocar la captacion de glucosa por las células del musculo esquelético, corazén o
tejido adiposo. Asi después de una comida rica en glacidos la glucosa se acumula hasta niveles
anormalmente elevados en la sangre, condicién conocida como hiperglucemia. Incapaz de captar la
glucosa, el musculo y el tejido graso utilizan los acidos grasos de los triacilgliceroles almacenados
como combustible principal. En el higado, la Acetil CoA procedente de esta degradacion de los
acidos grasos se convierte en “cuerpos cetoénicos” (acetoacetato y S-hidroxibutirato) que se exportan
s otros tejidos para su utilizacion como combustibles (Cox y Nelson, 2008).

Estos compuestos son de gran importancia para el cerebro que utiliza los cuerpos ceténicos
como combustible alternativo cuando no hay glucosa su disposicién (los &cidos grasos no pueden
pasar a través de la barrera hematoencefalica, por lo que no pueden utilizarse como combustible por
las neuronas cerebrales) (Cox y Nelson, 2008).

La sobreproduccion de acetoacetato y de S-hidroxibutirato conduce a su acumulacion en la
sangre, y el consiguiente descenso del pH sanguineo produce cetoacidosis, una situacion que pone
en peligro la vida. La inyeccion de insulina permite invertir esta secuencia de acontecimientos:
GLUT 4 se desplaza a las membranas plasmaticas de la formacién de pentosas fosfato a través de la
ruta de la ruta de las pentosas fosfato, la cual también se inicia en glucosa-6-fosfato de los
adipocitos y hepatocitos, las células captan y fosforilan la glucosa y descienden los niveles de
glucosa sanguinea, reduciéndose de este modo la produccion de cuerpos ceténicos (Cox y Nelson,
2008).

Dentro de la DM dependiente de la insulina, un pequefio porcentaje tiene incluida la
autoinmunidad primaria (idiopatica), al concurrir enfermedades autoinmunitarias endocrinas como
tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Graves-Basedow, enfermedad de Addison, insuficiencia
gonadal primaria y otro tipo de enfermedades autoinmunitarias, como anemia perniciosa,
enfermedades del tejido conjuntivo , enfermedad celiaca y miastenia grave (Islas y Revilla, 2005).
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1.3.4. Etiopatogenia

La etiologia exacta de la DM1 autoinmune es compleja, y ain no se comprende completamente, es
probable que el comienzo de la enfermedad se desencadene por factores ambientales o en
individuos genéticamente susceptibles. Los sujetos con susceptibilidad genética tienen una masa
normal de células p al momento del nacimiento, luego comienza la pérdida de ellas, por una
destruccion autoinmune, que se produce en meses o afos, tiempo en donde el individuo permanece
asintomatico y euglucémico. Se caracteriza por degradacion tisular, glucosuria, poliuria, polidipsia,
polifagia y cetoacidosis metabélica (Tabla 2) (Contreras, 2004; Silverthorn, 2008).

La captacion de nutrientes en la sangre y su metabolizacion por el higado, el musculo
esquelético en reposo, el tejido adiposo y otros érganos insulinodependientes se ven afectados en
ausencia de insulina y estan gravemente disminuidos. Las células entran en un metabolismo de
ayuno por falta de nutrientes (Contreras, 2004).

Presentacién Clinica

Los signos y sintomas tienen relacion con la presencia de hiperglucemia y los efectos derivados en
el equilibrio de liquidos y electrolitos. Debido a que las infecciones pueden precipitar la
presentacién inicial, puede haber infeccion, fiebre, dolor de garganta, tos o disuria. El inicio de los
sintomas también puede ser insidioso, especialmente en personas mayores con DM1 y puede ocurrir
en un periodo de tiempo que va de semanas e incluso de varios meses (Larsen y col., 2004).
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Tabla 2. Alteraciones Metabolicas en Ausencia de Insulina

ALTERACION

PROTEINAS

Sin glucosa para la obtencién de energia y aminoécidos para sintetizar proteinas, los
musculos degradan sus proteinas para la produccion de ATP. Los aminoacidos
abandonan a los muasculos y son transportados al higado.

GRASAS

El tejido adiposo degrada sus depositos de grasas. Los acidos grasos entran en sangre
y son transportados a higado. Sin embargo el higado tiene capacidad limitada de
degradar los é&cidos grasos, por lo que el exceso de éstos provoca que los é&cidos
grasos se conviertan en cetonas.

GLUCOSA

METABOLISMO

En ausencia de insulina, la glucosa se mantiene en sangre produciendo hiperglucemia.
El higado, es incapaz de captar y metabolizar esta glucosa, iniciando las vias de
ayuno de glucogendlisis y gluconeogénesis, provocando una produccién mayor de
glucosa a partir de glucégeno y empeora la hiperglucemia.

POLIFAGIA

En el cerebro, los tejidos no insulinodependientes como lo son la mayoria de las
neuronas, su metabolismo lo hacen de manera habitual. Las neuronas siendo el
centro de saciedad del cerebro y sensibles a insulina, son incapaces de captar glucosa
plasmatica, aumentando la ingestion excesiva de alimento.

DIURESIS
OSMOTICA/POLIURIA

La hiperglucemia de la diabetes hace que las concentraciones de glucosa plasmatica
excedan su umbral renal, saturando la reabsorcion de glucosa. La glucosa filtrada no
se reabsorbe y se excreta en orina (poliuria).

La presencia de soluto adicional en el tubulo colector provoca que se reabsorba
menos agua y se excrete mas. La pérdida de agua en orina se debe a los solutos no
reabsorbidos conocida como diuresis osmética.

La diuresis osmdtica disminuye el volumen sanguineo y reduce la presion arterial. La

POLIDIPSIA presion arterial desencadena mecanismos homeostaticos de control, como secrecién
de ADH, aumento de la sed (polidipsia) y compensaciones cardiovasculares.
Los tejidos entran en glucélisis anaerobia (que crea &cido lactico) si la compensacion
ACIDOSIS cardiovascular fracasa y la presion arterial disminuye hasta el punto en que la
METABOLICA perfusion de los tejidos periféricos se torna insuficiente. El &cido lactico sale de las

células y entra en sangre.

Factores Genéticos

La predisposicion

Respuesta del metabolismo en ausencia de insulina (Silverthorn, 2008).

genética a la DM1lse expresa mediante los alelos del complejo de

histocompatibilidad que es una familia de genes, expresada en el brazo corto del cromosoma 6 que
permiten la identificacion de las moléculas propias y las invasoras (extrafas), y depende de varios
genes localizados en loci diferentes (Contreras, 2004; Escobar y Tébar,2009).
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En etapas iniciales hay una filtracion linfocitaria, principalmente a base de CD8" en los
islotes y una expresion de antigenos HLA clase Il. Se detectan ICA (anticuerpos secundarios) no
involucrados en la respuesta autoinmune, pero son un marcador importante en el proceso de la
enfermedad (Ferreira y col., 2005).

Factores Ambientales

Entre los posibles factores que desencadenan la DM1 en individuos genéticamente susceptibles se
encuentran los virus, las toxinas ambientales y los alimentos.

La incidencia de DM1 tiene una variacion estacional, con un incremento de la tasa de inicio
durante el otofio e invierno. Una infeccion viral podria precipitar la enfermedad. Entre los virus
relacionados que hay mayor evidencia en el desarrollo de DM1 es el virus de la rubeola. La
infeccion congénita representa una probabilidad del 20% de presentar DM1. También las
infecciones por enterovirus, citomegalovirus, virus de coxsakie, parvovirus B19 y rotavirus pueden
infectar directamente las células B y causar citdlisis, o bien inducir una respuesta inmune como
ocurre con el virus de coxsakie B4 debido a su homologia con GAD (Escobar y Tébar, 2009).

Terapéutica
Hay dos objetivos intimamente relacionados que centran a la terapia de la diabetes:

A) Mejorar la utilizacién de la glucosa y otros nutrientes en los tejidos como, aminoacidos,
glicerol, acidos grasos y cuerpos ceténicos (Flérez, 2008).

B) Normalizar al maximo posible los niveles de glucemia sin perturbar de manera notable el
estilo de vida del paciente (Fl6rez, 2008).

El tratamiento se basa en la dieta ajustada a las necesidades vitales de cada persona asi
como la administracién de la insulina y los hipoglucemiantes orales (Fl6rez, 2008).

El tratamiento con insulina imita mediante la aplicacion de inyecciones, el patron de
secrecion de la hormona en la persona no diabética. La insulina es secretada a dos velocidades
diferentes: 1) secrecion basal lenta a lo largo de las 24 h que da lugar a los reducidos niveles de
insulina presentes entre las comidas y durante la noche, 2) secrecion mas rapida en el momento de
las comidas (Contreras, 2004).

La secrecion de insulina disminuye conforme avance la DM por lo que la combinacion de
agentes hipoglucemiantes ha sido poco eficaz. Esto conlleva a la administracion de la hormona de la
insulina para sobrevivir con DM (Flores y col., 2007). Cabe mencionar que el control glucémico de
éstos pacientes esta subordinado al adecuado aporte de insulina exdgena durante las 24 h del dia. La
sustitucion de insulina exdgena basal es dificil durante las horas nocturnas. Estos pacientes tienen
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un requerimiento variable de insulina durante la noche, debido a que tienen una menor sensibilidad
insulinica en el higado (Contreras, 2004).

Las preparaciones de insulina se clasifican de acuerdo a su origen en bovina, porcina y
humana ademas de la duracion de su accidn, répida (R), intermedia (1) y lenta (L). Actualmente la
insulina de origen animal ha sido sustituida por la insulina humana (H) de origen recombinante
(Flores y col., 2007).

Hace algunos afios se obtuvo la insulina semisintética, al reemplazar la alanina con treonina
en la insulina porcina. Asimismo, se produjo la insulina humana biosintética, con tecnologia de
DNA recombinante. La insulina H es menos inmunogénica que la de origen animal (Flores y col.,
2007).

Insulina Répida

En este grupo se encuentra la insulina clasica o bien cristalina. Se administra antes de la comida,
cuya duracion es entre 6 a 8 h. Se administra habitualmente por via subcutanea, de modo que su
efecto maximo corresponde con la elevacion de la glicemia posprandial. Han surgido otras insulinas
de accion ultrarrapida dentro del grupo de los analogos de insulina (Contreras, 2004).

Analogos de insulina de accién corta: Han sido introducidos andlogos monomeéricos de
insulina con la finalidad de acelerar la absorcion de insulina inyectada por via subcutanea
(Contreras, 2004).

Las moléculas de insulina porcina purificadas e insulina humana, tienen una alta tendencia a
asociarse en forma de hexameros, la forma predominante de las insulinas de uso habitual. La
disociacion de la insulina humana en moléculas monoméricas es lenta en el sitio de la inyeccion
subcutanea, y por lo tanto su absorcion es también lenta ya que la insulina se absorbe en la forma
monomeérica. El tratamiento preprandial con preparados de insulina de accion corta (purificada de
porcino o humana) resulta en aumento precoz de la absorcion intestinal de glucosa. Por esta razén,
aumenta la glicemia en exceso 1 a 2 h después de la ingestién de la comida. Sin embargo, 4 a5 h
después de la inyeccidn de insulina subcutanea, la absorcién continta desde los sitios de inyeccion,
produciendo elevacion inapropiada de la insulina en sangre, aumentado el riesgo de hipoglucemia
ya que aln continda la absorcion de los alimentos (Contreras, 2004)

Insulina Intermedia
Este grupo de accion intermedia pertenece a 2 tipos principales:

Insulina isofana: Es una suspension insoluble de insulina preparada mediante la
combinacion de la insulina con protamina (proteina obtenida de un tipo de trucha) y con iones de
zinc a pH neutro. El contenido de protamina es de 0.4 mg por cada 100 Ul. También es denominada

esta insulina como NPH (Protamina Neutra Hagedorn) (Contreras, 2004).
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Insulina lenta: Es una insulina insoluble preparada mediante la adicion de un exceso de
iones de zinc a la hormona (Contreras, 2004).

La insulina isofana y lenta tienen una duracién de 8-12 h tras la inyeccion subcutanea,
aungue la insulina NPH parece tener una duracion mas prolongada y un pico de accién mas tardio
(Contreras, 2004).

Existen diferentes tipos de insulina con tiempos de accidn distintos y que proporcionan un
efecto para cada necesidad en el paciente diabético (Tabla 3).

Tabla 3. Clasificacion de los Diferentes Tipos de Insulina

Tipos de Insulina Inicio de Accion Accion Optima (h) | Duracion maxima (h)
(min.)
Accidn rapida 10-20 1-3 3-5
analoga
Accion corta 30 2.5-5 8
(regular)
Accion intermedia 90 4-12 24
(NPH)
Premezclada (70/30) 30 2-12 24
Premezclada analoga 10-20 2-3 Hasta 24
(70/30)

Accion de diferentes tipos de Insulina
(Tomada de Novo Nordisk, 2003).

I.4. Diabetes Mellitus Tipo 2 (DM2)

La prevalencia de la DM en todo el mundo, especialmente de la DM2, estd aumentando
rapidamente (Van der Linden y col., 2009).

La consecuencia final de la combinacion de distintos defectos metabolicos resulta, a su vez,
de la interaccion de factores determinantes genéticos y ambientales. Aunque se le considera como
una sola enfermedad, se trata de un trastorno genéticamente heterogéneo con una expresion final
comun. Es probable que en cada poblacion predomine un tipo genético especifico (Gémez vy
Aguilar, 2004).

Las anormalidades fisiopatologicas mejor identificadas comprenden defectos en la
secrecion y la accion de la insulina. Estos defectos cambian en la expresion a lo largo de la historia
natural de la enfermedad. Algunos se inician tiempo antes de que pueda hacerse el diagndstico
clinico de la enfermedad y contindan cambiando conforme esta avanza. Asi, 10s mecanismos
fisiopatoldgicos y las anormalidades metabdlicas de la DM2 varian en magnitud y adn en la

30




naturaleza, segun la etapa de la historia natural de la enfermedad en que se estudien (Gomez y
Aguilar, 2004).

La DM2 se caracteriza por resistencia insulinica en musculo, higado y tejido adiposo que
quiz& comienza en una fase preclinica (probablemente en el estadio de tolerancia a la glucosa). La
deficiencia de la secrecion insulinica origina hiperglucemia descompensada y precipita la expresion
clinica de la enfermedad (LeRoith y col., 2003).

La DM2 no depende de la insulina exdgena para prevenir cetonuria y no son propensos a
sufrir cetosis, algunos casos requieren de insulina para corregir (LeRoith y col., 2003).

No se conocen los genes que originan la mayor parte de los casos de DM2, sin embargo, se
encuentra muy ligada a determinados factores genéticos. Es muy probable que las causas de la DM2
sean factores ambientales y del modo de vida que se afiaden a la predisposicion genética. Uno de
estos factores es la obesidad, la prevalencia y frecuencia de la DM2 (LeRoith y col., 2003).

La resistencia a la insulina es el factor que correlaciona la obesidad y la diabetes. El riesgo
de diabetes se incrementa al aumentar el indice de masa corporal, lo que sugiere una relacion dosis-
repuesta entre la grasa corporal y la resistencia a la insulina (Vinay y col., 2008).

En la DM2, los musculos y las células grasas son "resistentes" a las acciones de la insulina
y los mecanismos de compensacion que se activan en las células B a secretar mas insulina no son
suficientes para mantener los niveles de glucosa en sangre dentro de un rango fisiolégico normal
(Bell y col., 2001).

Los adipocitos liberan una gran variedad de factores (AG libres y adinopectinas), que
pueden desempefiar una funcién en la modulacién de la resistencia a la insulina en los tejidos
periféricos. El exceso de AG libres y de resistina se asocia con una resistencia a la insulina; por el
contrario, la adinopectina, cuyas concentraciones estan disminuidas en la obesidad, es una
adinopectina que aumenta la sensibilidad a la insulina. Diversos factores son los que relacionan la
obesidad entre la resistencia a la insulina, que incluyen a los AG libres y los productos especificos
de los adipocitos (adinopocitocinas) (Vinay y col., 2008).

1.5. Sindrome Metabdlico (SM)

El SM es una condicién que se caracteriza por una menor sensibilidad de los tejidos periféricos,
como el masculo y el higado a la accion de la insulina, permitiendo una elevacion compensatoria de
su secrecion lo que ocasiona la hiperinsulinemia (Flores y col., 2007). Constituye en realidad una
enfermedad Unica, la enfermedad metabdlica o quiza metabdlico-vascular (Braguinsky, 2006).

El SM obedece a defectos hereditarios en las enzimas metabdlicas (50%), obesidad (25%),

desnutricién in Utero y a factores ambientales como una deficiente actividad fisica, tabaquismo,
alcoholismo (25%), entre otros (Flores y col., 2007).
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La insulinorresistencia se considera la anomalia clave en la DM2 y a menudo precede a los
hallazgos clinicos de la diabetes en 5 a 6 afios resulta de gran utilidad la identificacion temprana de
sujetos en riesgo en sus etapas iniciales (Martinez y col., 2002).

El SM incrementa el riesgo de complicaciones cronicas de la diabetes, se asocia a una
mayor prevalencia de enfermedad cardiovascular en general y de enfermedad coronaria en
particular, con incremento de 5 veces mas en la frecuencia de mortalidad cardiovascular (Martinez

y col., 2002).

Caracteristicas Diferenciales entre la DM1y DM2

La DM2 difiere de la DM1en distintas caracteristicas (Tabla 4), el cual es méas frecuente.

Tabla 4. Diferencias entre la DM1y la DM2

Parametro DM1 DM2
Obesidad
Peso normal Aumento de la insulina en sangre
Disminucién importante de la insulina (precoz); descenso normal a moderado
Clinica sanguinea de la insulina (tardio)
Anticuerpos contra las células de los Ausencia de anticuerpos contra las
islotes células de los islotes
Cetoacidosis frecuente Cetoacidosis infrecuente; coma
hiperosmolar no cetoésico
Sin relacion con HLA
Aspectos Relacion con genes HLA del MHC de Relacion con genes candidatos
geneéticos clase Il <<diabet6genos>>
Resistencia a la insulina en el muasculo
Destruccion autoinmunitaria de las células | esquelético, tejido adiposo e higado
Patogenia B mediada por linfocitos T y mediadores

humorales
Déficit absoluto de insulina

Disfuncién de las células B y déficit
relativo de insulina

Células de los
islotes

Insulitis precoz
Atrofia y fibrosis marcada
Deplecion de células

Ausencia de insulitis
Atrofia focal y depoésito de amiloide
Deplecion leve de células B

Comparacién de la DM1y la DM2 (Vinay y col., 2008).

1.6. Tipos Especificos de Diabetes

Son formas comunes, y el defecto o el proceso que lleva a la enfermedad se pueden determinar de
una manera bastante especifica. Se diferencian hasta 8 subtipos (tabla 5) (Figuerola, 2003).
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Tabla 5. Clasificacion de la Diabetes con Base en su Defecto Clinico

1. Defectos genéticos en la 2. Inducida por tdéxicos o agentes
funcion de la célula p quimicos
HNF-4 alfa Acido nicotinico
HNF-1 alfa Glucocorticoides
Glucocinasa Hormona tiroidea
Otros Otros
3. Defectos Genéticos de la 4. Infecciones
accion de la insulina
Rubéola congénita
Insulinorresistencia tipo A Citomegalovirus
Leprechaunismo Otros
Sindrome de Rabson.Medenhall
Otros
5. Enfermedades del pancreas 6. Formas no comunes de diabetes
exocrino inmunitaria
Pancreatopatia fibrocalculosa Sindrome  autoinmunitario de insulina
Pancreatitis (anticuerpos contra insulina)
Traumatismos Anticuerpos antirreceptores de insulina
Otros Otros
7. Endocrinopatias Otros sindromes genéticos
Cushing Down
Acromegalia Ataxia de Friedreich
Feocromacitona Klinefelter
Somatostatinoma Wolfram
Otros Turner
Otros

(Tomada de Figuerola, 2008).

1.7. Diabetes Mellitus Gestacional

Se define como una alteracion del metabolismo de la glucosa que se presenta durante la gestacion
(Alpizar, 2008).
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1.8. Diabetes Experimental

La Diabetes puede ser inducida de manera experimental en animales de laboratorio utilizando
sustancias quimicas que alteran la funcion pancredtica, por ejemplo: la estreptozotocina (STZ), que
dependiendo de la dosis utilizada y la edad en la cual sea administrada, puede inducir la DM1 6
DMZ2, debido a que la STZ disminuye la secrecion y biosintesis de la insulina (Szkudelski, 2001).

Los agentes quimicos que producen diabetes se clasifican dentro de 3 categorias, que
incluyen agentes que 1) dafan especificamente a las células f (STZ); 2) que causan inhibicién
temporal de la produccion de insulina y/o su secrecion (alloxan) y 3) que disminuyen la eficacia
metabolica de la insulina sobre los tejidos donde actua(dexametasona). El agente mas cominmente
utilizado es la STZ.

Estreptozotocina (STZ)

La STZ es sintetizada por Streptomyces achromogenes y se utiliza para inducir tanto una DM1
como una DM2 (Szkudelski, 2001).

El rango de la dosis de STZ no es tan estrecho como en el caso del alloxan. La dosis Unica
intravenosa en ratas adultas para inducir la DM1es entre 40 y 60 mg/kg de peso corporal, pero las
dosis mas altas (100 mg/kg) también son utilizadas (Szkudelski, 2001).

Mecanismo de Accidn

La accion de STZ en células B se acompaiia de alteraciones caracteristicas de la insulina en sangre y
las concentraciones de glucosa. La STZ es absorbida por las células pancreaticas B a través de
GLUT 2 (transportador de glucosa). Al estar en el interior de las células se metaboliza, liberdndose
oxido nitrico (NO), este es responsable del efecto citotdxico de la STZ. Otros responsables de la
muerte de las células B, son las especies reactivas de oxigeno (ROS) como el perdxido de hidrégeno
y radicales hidroxilo (OH"), éstos van a inhibir el Ciclo de Krebs y por tanto no se lleva a cabo la
formacion de ATP, ademas de dafio al ADN, se inhibe la sintesis de insulina, su secrecion, y da
lugar a la muerte de las células g (Fig. 10) (Szkudelski, 2001; Orozco, 2008).
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Figura 10. Mecanismo de accion de Estreptozotocina. Induce una serie de eventos toxicos en las células p del
pancreas, MIT-mitocondria; XOD-xantina oxidasa (Szkudelski, 2001).

Alloxan

Agente diabetogénico descubierto por Dunn y Mc Letchie, el cual produce necrosis de las células de
los islotes del pancreas de conejos. In vitro, el alloxan posee una capacidad especifica inhibitoria y
citotoxica sobre las células B, sin afectar a otras células de los islotes. Ejerce su efecto interactuando
en la membrana de las células B originando una necrosis selectiva. Inhibe la liberacion de insulina a
la estimulacion con glucosa y a dosis elevadas produce necrosis de las células con una deficiencia
de insulina y una aumento en la cetosis (Fig. 11) (Szkudelski, 2001).

Mecanismo de Accidn

El alloxan tiene una gran afinidad por células que contienen compuestos sulfidril (SH), formando
radicales alloxan (HA) y reduciendo glutation (GSH). Estos radicales inhiben las glucoquinasas
(GK) responsables de la secrecién de insulina por glucosa. Después se presenta una reoxidacion
dando paso a la generacién de nuevas ROS, radicales superoxido y iones férricos (Fe®"), trayendo
como consecuencia dafio al DNA (Szkudelski, 2001).

Por otro lado, las ROS generan disturbios en la homeostasis de calcio intracelular. Se
despolariza la membrana, lo que ocasiona que incremente el calcio intracelular, permitiendo la
liberacion de la insulina junto con ROS vy reduciendo significativamente la glucosa en sangre
(hipoglucemia), seqguido de alteraciones en la sensibilidad a la insulina (Szkudelski, 2001).
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Figura 11. Mecanismo de accion de Alloxan. Induce generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las
células B del pancreas de rata. Gka, Gki-glucocinasa activa e inactiva respectivamente; HA*-radicales de alloxan.
[Ca?*]i-concentracion de calcio intracelular(Szkudelski, 2001).
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1.9. Relacion entre Diabetes y Acidos Grasos

1.9.1. Acidos grasos (AG)

Existen tres clases bésicas de AG: saturados, monoinsaturados y poliinsaturados. Sus propiedades
fisico-quimicas y efectos metabolicos estan determinados por la longitud de la cadena
hidrocarbonada de los AG, junto con el grado de insaturacién (nimero de dobles enlaces CH=CH)
(Mataix y Gil, 2004).

1.9.2. Acidos Grasos Poliinsaturados Omega-3(AG ®-3)

Los AGw-3 se encuentran en pequefias cantidades en algunos aceites vegetales, pero su fuente
principal se encuentra en algunos animales marinos (como sardina, salmon, higado de bacalao, entre
otros) (Mataix y Gil, 2004).

Hay un gran interés sobre los efectos de los AG ®-3 en los diabéticos, ya que esta
enfermedad se asocia frecuentemente a dislipidemias y a un mayor riesgo de aterosclerosis, con
frecuencia se prescriben AG ®-3 en la diabetes y las dislipidemias (Nassif y Merifio, 2003).

Se ha descrito que algunos aceites de pescado pueden aliviar los efectos negativos que
producen los productos finales de la glucosilacion avanzada sobre la relajacion del endotelio,
mediada por el éxido nitrico (Nasiff y Merifio, 2003).

El masculo esquelético requiere de la accion de la insulina para la captacién de la glucosa.
La unidn de la insulina a su receptor inicia una cascada de eventos que culmina con el transporte de
glucosa dentro de la célula para que sea metabolizada o almacenada como glucégeno. Las
propiedades fisico-quimicas de las membranas estan determinadas por la naturaleza de los AG que
la componen, especialmente en la fraccion fosfolipidica, y esto puede influir en diversas funciones
celulares, por ejemplo, parece ser que la composicion de la membrana celular del miocito puede
influir en la accion de la insulina (Pérez y Guerrero, 2006).

Al incrementar los AG poliinsaturados en la membrana de las células en cultivo se mejora
la respuesta a la insulina por mecanismos no determinados, probablemente asociados a mayor
fluidez de la membrana, a un aumento en el nimero de receptores; un efecto contrario ocurre
cuando la concentracion de AG saturados de la membrana se incrementa (Pérez y Guerrero, 2006).

En individuos sanos, la resistencia periférica a la insulina provocada por la dieta de lipidos
saturados puede ir acompafiada de la secrecion de insulina aumentada, de tal manera que se
mantiene la tolerancia a la glucosa. La sustitucion de los AG ®-3 por un pequefio porcentaje de las
grasas saturadas, éstos AG normalizan la accion de la insulina y previenen la resistencia a la
insulina en respuesta a la alta saturacion de alimentacion grasa, tanto en el higado y tejidos
periféricos (Greenwood y col., 2003; Han y col., 2008).
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1.10. Plantas Medicinales

Como alternativa a los medicamentos ortodoxos disponibles, las plantas son consideradas una
fuente potencial para el tratamiento de la diabetes dentro de las précticas tradicionales de la
etnomedicina (Afifi-Yazar y col., 2011).

Algunas plantas son consideradas medicinales y pueden ser consumidas a una dosis
adecuada y son Utiles para el tratamiento de determinadas enfermedades. Existen entre 200 000 y
250 000 especies de plantas y s6lo se han estudiado alrededor del 10% de ellas, partiendo de sus
posibles aplicaciones medicinales (Charles, 1997; Esteva, 2005).

Las plantas medicinales se definen como cualquier vegetal que contenga, en cualquiera de
sus oOrganos alguna sustancia con actividad farmacoldgica que se pueda utilizar con fines
terapéuticos, 0 que se pueda emplear como prototipo para obtener nuevos farmacos por sintesis o
hemisintesis farmacéutica (Kuklinski, 2003). Muchas de las plantas utilizadas contienen principios
activos cuyos efectos pueden ser comprobados farmacoldgicamente y la accién de los extractos de
plantas pueden estar relacionadas en general con la de sus componentes aislados (Charles, 1997).

Una renovada atencion en las Gltimas décadas a las medicinas alternativas y terapias
naturales ha estimulado una nueva ola de interés en la investigacion de las précticas tradicionales.
El reino vegetal se ha convertido en un objetivo para la busqueda de nuevos farmacos y actividad
biolégica de sus componentes (Eidi y Eidi, 2009).

El impacto de las complicaciones de la DM, su tratamiento farmacol6gico y las
hospitalizaciones a nivel mundial no han sido completamente descritos, por lo que éstos factores
son esenciales para entender la carga econémica que genera esta enfermedad (Van der Linden y
col., 2009).

Actualmente existen empresas dedicadas al desarrollo de nuevas férmulas para la
elaboracién de extractos que contribuyan en el tratamiento de enfermedades cronico-degenerativas
por ejemplo Omnilife, Nadian Plus, entre otras. La empresa Nadian plus desarrollé un Extracto
Herbolario (EH) que pretende apoyar en el tratamiento alternativo y/o complementario de pacientes
con DM1 y que genere resultados positivos no toxicos; el objetivo es administrar una dosis via oral
del EH promoviendo una mejor calidad de vida del paciente y la posibilidad de prevenir
enfermedades.

El contenido del EH que desarrollé esta empresa esta integrado por distintas plantas, entre
las que se encuentra la Amula de Monterrey, el Hormiguillo, la Guayaba y el Pino. Parte de la
composicion de estas plantas presenta actividad antioxidante, los cuales desempefian un papel
importante en la proteccion de estructuras celulares dafiadas en reacciones con radicales libres, éstos
atacan a los AG saturados de las biomembranas causando asi peroxidacion de lipidos y la
disminucién en la permeabilidad membranal asi como dafio a proteinas membranales (Tenorio y
col., 2006).
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1.10.1. Componentes Conocidos del Extracto Herbolario (EH)

1) Amula de Monterrey

Especie: Calea integrifolia (D.C.).

Nombre comin: Amula de Monterrey, prodigiosa.

Composicion quimica: Taninos y Flavonoides.

Accion Farmacologica: Antiespasmodico de vias biliares, antidiabético (Waizel, 2006).

2) Hormiguillo

Especie: Cecropia obtusifolia

Nombre comun: Hormiguillo.

Composicion quimica: Ramnosa, glucosa xilosa, 5-(etoxi)-metil furfura, estigmasterol. Esteroles y
taninos del grupo pirogalol.

Accion Farmacoldgica: Su aplicacion principal se reporta en casos de diabetes. Para malestares de
presion arterial y problemas renales, También recibe amplio uso contra piquetes de alacran,
hormigas y excesiva salivacion. Analgésico o antipirético (Colas, 1996; Callejas, 2006).

3) Lagrimas de San Pedro

Especie: Rhipsalis baccifera

Nombre comun: Injerto, lagrimas de San Pedro, mazorquita, nigulla, tripa de diablo; Puebla: patlac
tlac, tski tsk; San Luis Potosi: xi’il uxum, xi’il boo’waat (tenek).

Composicion quimica: Alcaloides y saponinas.

Accion Farmacoldgica: Tratamiento de fracturas, diabetes, promover el crecimiento del cabello y
el fortalecimiento de la flora intestinal (Colas, 1996).

4) Pino

Especie: Pinus sp., Pinus pinaster, Pinus sylvestris, Pinus palustris, Pinus elliotti, pinus halapensis
y otros. Fam. Pinaceas otros géneros también permiten obtener la trementina. Abies, Latix y Picea.
Nombre comun: Pino silvestre, Pino.

Composicion quimica: La esencia o fraccion volatil contiene: Hidrocarburos monoterpénicos
biciclicos: Limoneno, a y B-pineno. Sesquiterpenos. Monoterpenos: Borneol. Esteres terpénicos:
Acetato de bornilo. La colofonia (residuo no volatil) o fraccidn resinosa contiene principalmente:
Acidos diterpénicos (60%) sobre todo acido dextro y levopiramico y &cido abiético (resultado de la
isomerizacion del acido levopiramico durante el proceso de obtencion, al calentar). El acido
abiético es el producto mayoritario en la colofonia. También contiene lignanos, polisacaridos y
antociandsidos (Kuklinski, 2000).

Accion Farmacoldgica: Tiene accion antiseptica tanto en las vias respiratorias como en las vias
urinarias. Tiene efecto irritante, sobre la piel es rubefaciente y por via interna es expectorante.
También presenta accion estimulante. Es antipirético, depurativo y diurético (Castillo y Martinez,
2007).
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5) Guayabo

Especie: Psidium guajava L.

Nombre comun: Guayaba. Cat: Guiaba. Gal: Guaiaba.

Composicion quimica: Flavonoides: quercetina, guyaveryna. Taninos hidrolizables.

Aceite esencial: Cariofileno, 6xido de cariofileno, beta-bisaboleno, aromadendreno, beta-selineno,
alfapineno, 1.8-cineol, selin-11-en-4-alfa-ol, Triterpenoides, Acido oleanico, Acido ursolico, Acido
crataegdlico, Acido guyavdlico, Beta-sitosterol (Rio y col. 2006).

Accién Farmacoldgica: Se ha descrito que tiene actividad antioxidante, hepatoprotectivas,
antialérgicas, antimicrobianas, antigenotoxicas, antiplasmoddicas, cardioactivas, antitusivas,
antidiabéticas y antiinflamatorias (Ross, 2003 y Waizel, 2006).
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1. OBJETIVOS

I11.1. Objetivo General

Evaluar los efectos de un Extracto Herbolario (Nadian plus) utilizado en el tratamiento de Diabetes
Mellitus en un modelo experimental Tipo lcon Estreptozotocina en ratas wistar para valorar sus
posibles efectos hipoglucemiantes.

I11.1.1. Objetivos Especificos

» Generar una Diabetes Mellitus Tipo 1 en ratas wistar macho a través de una dosis Unica de
60 mg/Kg de Estreptozotocina y comprobar la hiperglucemia a las 48 h de la
administracion.

« Evaluar el efecto de un Extracto Herbolario y una dieta con suplemento de Acidos grasos
Omega 3 midiendo pardmetros bioquimicos (glucosa, colesterol, triacilglicéridos y
bilirrubinas), enziméticos (transaminasas), fisioldgico (peso), nutricionales (consumo de
agua y alimento) en individuos sanos e individuos diabéticos.

»  Comparar el efecto de un Extracto Herbolario en individuos diabéticos con tratamiento de
Insulina de Accion Intermedia versus Insulina de Accidon Rapida mediante la determinacion
de parametros bioquimicos, enzimaticos, fisiolégico, nutricionales y andlisis
histopatoldgico.

» Valorar el posible dafio de la administracion con el Extracto Herbolario y la dieta con el
suplemento de Acidos grasos Omega 3 a través del andlisis histoldgico de los 6rganos
higado, rifién y pancreas en individuos sanos y diabéticos.
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IV. MATERIAL Y METODOS

1V. 1. Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico. La STZ de Sigma Aldrich, el alcohol etilico y
el alcohol absoluto fueron adquiridos de J.T. Baker. Los Kits enzimaticos para las pruebas
bioquimicas (TGO, TGP vy Bilirrubinas Directa y Total) fueron de Wiener Lab. Se empled insulina
de accion intermedia e insulina de accion rapida Humulin de los Laboratorios Eli Lilly. El
Formaldehido y el paraformaldehido fueron adquiridos de J.T. Baker. La Hematoxilina de Harris y
Eosina amarillenta fueron de Laboratorios Santa Cruz, la parafina para inclusion fue de la marca
Merck. Finalmente se utilizé Pentobarbital sodico Anestesal de los Laboratorios Pfizer.

La solucion en gotas del EH fue donado por los Laboratorios Nadian plus. Las capsulas de
AGw-3 de aceite de salmon (540 mg de é&cido eicosapentaenoico y 360 mg de é&cido
docosahexaenoico/ capsula) fueron obtenidas de la Casa comercial General Nutrition Center
(GNC).

IV.2. Induccion de Diabetes

Para la induccion de un modelo experimental de DM1 se administré una Unica dosis por inyeccion
intraperitoneal de STZ (60 mg/kg de peso corporal) en 150ul de amortiguador de citratos (pH 4.5).

IVV.2.1. Modelo Experimental

Se emplearon ratas wistar macho de 10 semanas de edad y se distribuyeron en 10 lotes de 5
animales cada uno a través del método de Distribucién Japonesa (Cruz y col., 2009). Se
mantuvieron en cajas de acrilico, bajo condiciones de temperatura de 22°C, 12 h luz y 12 h
oscuridad en el bioterio de FES-Cuautitlan. Se realizd un seguimiento de peso semanal a todos los
lotes en balanza granataria de la marca Ohaus. Se les proporciond una dieta comercial de nutricubos
cuyo contenido fue de 18% proteina, 5% grasa y 5% fibra, a todos los lotes se les dio agua y
alimento ad libitum.
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Tabla 6. Procedimiento de los Tratamientos

STZ (60mg/Kg de peso Buffer Citratos Suplemento alimenticio EH Insulina Alimento y
Lote corporal) (pH 4.5) AG-0 3 (12 gotas/70Kg de peso (0.1-0.4 UI/Kg) Agua
Via intraperitoneal Via intraperitoneal Via oral corporal) Via intraperitoneal Via subcutanea
c | e 150 pL tnica dosis. | ------m-eeeee- e n Ad libitum
1 dosis semanal de acido eicosapentaenoico
C/IAG-0 3 150 pL vinica dosis. (EPA) 360 mg/Kg de peso corporal y &cido Ad libitum
----------------- docosahexaenoico (DHA) 240 mg/kg de | -----------------
peso.
1 dosis diaria disuelta en 10 mL
CEEH | e 150 pL anica dosis. | ----------------- deagua. | s Ad libitum
Disuelta en buffer de citratos (pH
STZ 4.5) Unica dosis. 150 pL Gnica dosis. | =mmmmmmmmemeeeee ] e Ad libitum
1 dosis semanal de acido eicosapentaenoico
Disuelta en buffer de citratos (pH (EPA) 360 mg/Kg de peso corporal y &cido Ad libitum
STZ/ AG-0 3 4.5) Unica dosis. 150 pL anica dosis. docosahexaenoico (DHA) 240 mg/kg de | ---------------—-- | seeeeeee o
peso.
1 dosis diaria disuelta en 10 mL
STZ/EH Disuelta en buffer de citratos (pH | 150 pL Gnica dosis. | ---------------—- de agua. 2 H después de la | ------------e-em- Ad libitum
4.5) Unica dosis. administracion con Insulina.
STZ/1.1 Disuelta en buffer de citratos (pH 1 dosis diaria de insulina accion
4.5) Unica dosis. 150 pL tnica dosis. | ==-=-==m-mme-- | e intermedia. Ad libitum
150 pL anica dosis. 1 dosis diaria disuelta en 10 mL | 1 dosis diaria de insulina accion
STZ/EH/I.1 Disuelta en buffer de citratos (pH | | smeeemeemeeee de agua. 2 H después de la | intermedia. Ad libitum
4.5) Gnica dosis. administracion con Insulina.
STZ/I.R Disuelta en buffer de citrato (pH | 150 pL tnica dosis. 1 dosis diaria de insulina accion
4.5) Gnicadosis. | | e rapida. Ad libitum
Disuelta en buffer de citrato (pH | 150 pL dnica dosis. 1 dosis diaria disuelta en 10 mL | 1 dosis diaria de insulina accion
STZ/EH/IL.R 4.5)dnicadosis. | | e de agua. 2 H después de la | réapida. Ad libitum

administracién con Insulina

Lotes: C (Control), C/AG ®-3 (Cor]trOI/Acidos Grasos Omega 3), C/EH (Control/Extracto Herbolario), STZ (Estreptozotocina),
STZ/AG -3 (Estreptozotocina/Acidos Grasos Omega 3), STZ/EH (Estreptozotocina/Extracto Herbolario), STZ/I.I

(Estreptozotocina/Insulina
(Estreptozotocina/Insulina

Rapida)

Intermedia), STZ/EH/I.I

STZ/EH/I.R

(Estreptozotocina/Extracto Herbolario/Insulina
(Estreptozotocina/Extracto

Intermedia,
Herbolario/Insulina

STZ/I.R
Répida).
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IV. 3. Determinaciones Bioquimicas

IV. 3.1. Determinacion de glucosa, colesterol y triacilglicéridos en sangre

A cada rata se le determind glucosa, colesterol y triacilglicéridos por puncion en cola, utilizando tiras
reactivas. Para la determinacion de glucosa se empled glucémetro AccuChek de los Laboratorios
Roche y se monitoreé diario; se utilizd equipo AccuTrend para la valoracién de colesterol y
triacilglicéridos de los Laboratorios Roche. Con la finalidad de determinar los valores normales en
cada uno de los parametros; posteriormente se hicieron valoraciones 1 vez por semana de cada uno de
ellos.

1) Principio del Test para glucosa

Amperometria: En presencia de la coenzima (PQQ), la enzima glucosa deshidrogenasa de la tira
reactiva convierte la glucosa en la muestra de sangre en gluconolactona. Esta reaccidon crea una
corriente que el medidor interpreta para la glucemia.

Glucosa deshidrogenasa

C6H1206 \/ C6H1006

2H

2) Principio del Test para triacilglicéridos

Los triacilglicéridos son escindidos inicialmente por una estereasa a glicerol y acidos grasos libres.
Mediante otros dos pasos enzimaticos, el glicerol se convierte en fosfato de hidroacetona y peréxido de
hidrégeno. En presencia de peroxidasa, el peroxido de hidrogeno provoca la oxidacion de un indicador
a un colorante, y su concentracion se determina mediante fotometria de reflectancia.

e Estereasa . Lo
Triacilglicéridos + H,O ——— Glicerol + Acidos Grasos

Glicerol + ATP — Glicerol
Glicerol + O, — Hidroacetona + H,0,

3) Principio del Test para colesterol
Desdoblamiento enzimatico de los ésteres de colesterol en AG y colesterol; oxidacion de colesterol a
colestenona con formacion simultdnea de peréxido de hidrégeno que provoca la oxidacion de un

indicador a su radical catiénico azul.

Colesterol + O, + H,O — Colestenona + H,0,
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IV.4. Obtencion de Suero
Se anestesiaron las ratas con Pentobarbital sédico (40 mg/Kg de peso) y se les realiz6 puncidn cardiaca
obteniendo aproximadamente 5 mL de sangre. Posteriormente se centrifugo la sangre a 1500 rpm por

15 minutos (Cruz y col., 2009) para obtener suero y finalmente se realizaron determinaciones de
enzimas hepéticas (TGO, TGP, BD y BI).

IV.4.1. Determinacion de TGO y TGP en Suero

En 2 tubos de fotocolorimetria marcados B (blanco) y D (desconocido), se colocé lo que se muestra en
la tabla 7.

Tabla 7.Procedimiento para la Determinacion de TGO y TGP en suero

Sustrato (TGP o TGO) | B D
Colocar en bafo de Agua a 37° C+/- 0,5 °C unos minutos
Suero 250 wl 250 wl
Agua destilada 50 ul

Mezclar por agitacion suave exactamente 30 minutos y agregar

Reactivo 2,4- DNFH 250 pl 250 pl
(dinitrofenilhidrazina)

Mezclar. Dejar 10 minutos a 37°C. Luego agregar

Diluyente para enzimas | 2.5 mL | 25mL

(Tomada de la Metodologia de Wiener Lab., 2002).
Se mezclé cada tubo por inversidn y se retiraron del bafio. Después de 2 minutos se ley6 absorbancia
en fotocolorimetro con filtro verde (500-550nm); en espectrofotometro a 505 nm, se llevé el aparato a

cero D.O. (densidad Optica) con agua destilada; y se midieron las absorbancias de cada suero de todos
los lotes en una celda de cuarzo de 1x1 cm (Metodologia de Wiener Lab., 2002).

1) Fundamento del Método de TGO y TGP

La TGO cataliza la siguiente reaccion:

TGO
1 — aspartato + a — cetoglutarato < glutamato + oxalacetato

La TGP cataliza la siguiente reaccion:

TGP
1 — alanina + o — cetoglutarato «— glutamato + piruvato
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El piruvato formado (el oxalacetato es inestable y se transforma en piruvato), reacciona con la 2,4-
dinitrofenilhidracina produciéndose, en medio alcalino, un compuesto coloreado que se mide a 505 nm
(Metodologia de Wiener Lab., 2002).

IV. 4.1.2. Determinacion de Bilirrubinas Directa y Total en Suero

En 3 tubos de ensayo marcados como Blanco (B), BD y BT y se agreg6 en los tubos como se muestra
en latabla 8:

Tabla 8. Procedimiento para la Determinacion de BD y BT en suero

B BD BT
Muestra (Suero) 100 ul 100 pl 100 ul
Agua Destilada 1.25mL 1.25mL | e
Desarrollador | - | e 1.25 mL
Reactivo Sulfanilico woou | e e
Diazorreactivo | = - 100 pl 100 pl

(Tomada de la Metodologia de Wiener Lab., 2002).

Se mezclé cada tubo inmediatamente y se leyeron a los 5 minen el espectrofotometro a 530 nm, se
llevé el aparato en cero con agua destilada. Las lecturas se hicieron entre 4-15 min, excepto BD que se
leyd exactamente a los 5 min y se midieron las absorbancias de cada suero de todos los lotes en una
celda de cuarzo de 1x1 cm (Metodologia de Wiener Lab., 2002).

2) Fundamento del Método de BD y BT

La bilirrubina reacciona especificamente con el acido sulfanilicodiazotado produciendo un pigmento
color rojo-violaceo (azobilirrubina) que se mide fotocolorimétricamente a 530 nm. Si bien la
bilirrubina conjugada (directa) reacciona directamente con el diazorreactivo, la bilirrubina no
conjugada (indirecta) requiere la presencia de un desarrollador acuoso que posibilite su reaccién. Para
gue reaccione la bilirrubina total (conjugada y no conjugada) presente en la muestra, debe agregarse
benzoato de cafeina al medio de reaccion (Metodologia Wiener Lab., 2002).

IV. 5. Obtencion de Organos

Para extraer los 6rganos (higado, pancreas y rifiones), se sacrifico cada rata por medio de sobredosis de
pentobarbital sddico (40 mg/kg). Colocandolo en una posicion decubito dorsal, se extendieron las
extremidades en una base metalica mediante cinta adhesiva. Se tom6 en cuenta la ubicacién anatémica
de los drganos, se disecciond un corte por la técnica de Y invertida exponiendo la zona ventral, se
extrajeron los drganos higado, pancreas y rifiones (Cruz y col., 2009).
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IV.6. Histologia

IV.6.1. Fijacion e Inclusion de Organos

Se extrajeron los 6rganos (higado, pancreas y rifiones), se lavaron con solucion salina 0.15 M y se
colocaron en paraformaldehido al 4% en PBS durante al menos 72 h. Al término del tiempo, los
organos se colocaron en agua de grifo por 30 min para retirar el fijador. Después se pasaron por
distintas concentraciones de alcohol durante 30 min en orden creciente como se muestra en la tabla 9.

Tabla 9. Deshidratacion de los Tejidos

Etanol Tiempo
(%) (min)
40 30
50 30
60 30
70 60
80 60
90 60
96 60
100 60

Procedimiento de la deshidratacion de los tejidos a diferentes concentraciones de Etanol y Tiempo.

Una vez deshidratados los oOrganos, se aclararon con xilol-etanol (1:1) por 30 min,
posteriormente en una solucion de xilol (100%) durante 15 min. El 6rgano se infiltré durante 24 h en
parafina (57-60°C). Finalmente los 6rganos fueron incluidos en un bloque de parafina, previamente
identificados para su corte.

IVV.6.2. Montaje de los Cortes

Los bloques de parafina fueron cortados en micrétomo (aprox. 3-5 micras) y se colocaron sobre
portaobjetos previamente gelatinizados, se afiadieron gotas de Ruyter hasta dejar extendido el corte.
Las laminillas se mantuvieron en una estufa a 40°C para aumentar la adhesion del corte sobre el
portaobjetos, hasta que se secaron.

1V.6.3. Tincion Hematoxilina-Eosina

Una vez secas las muestras, se realizo tincion a las laminillas de Hematoxilina-Eosina como se muestra
en la tabla 10.
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Tabla 10. Metodologia de Tincién Hematoxilina-Eosina

Reactivo

Tiempo (min)

Xilol I

5

Xilol 11

Alcohol-Xilol

OH 100%

OH 90%

OH 80%

OH 70%

Agua corriente

W NN Wlw| ol

Hematoxilina de
Harris

Agua Corriente
(Lavado)

Alcohol acido

15 segundos

Agua Corriente

1

Eosina

4

Agua Corriente
(Lavado)

OH 70%

OH 90%

OH 100%

OH 100%

Xilol |

Xilol 11

Gl O1| W N |~

Metodologia Hematoxilina-Eosina de los cortes histoldgicos (Luna, 1958).

1V.7. Andlisis Estadistico

Los resultados fueron analizados mediante ANOVA simple (n=5), seguido de una prueba de Fisher con

una p<0.05.
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Diagrama de Flujo

Administrar por via
intraperitoneal Buffer
de Citratos (pH 4.5).

/

Pesar, marcar y distribuir
a los animales.

Administrar via

intraperitoneal dosis Unica de
STZ (60 mg/Kg). 48 h
después determinar glucosa.

| CIEH CIAG -3
Administrar Administrar
por via oral por via oral
Extracto AG 0-3,
Herbolario unavezala
diariamente semana

STz STZ/EH STZ/.1 | STZ/I.1/EH STZ/I.R STZ/I.R/EH STZ/AG ®-3
Administrar Administrar Administrar por Administrar Administrar por Administrar
por via oral por via via oral Extracto por via via oral Extracto por via oral

Extracto subcutanea Herbolario subcutanea Herbolario AG 0-3,
Herbolario Ll diariamente. 2 h L.R. diariamente. 2 h unavezala
diariamente después de la después de la semana

administracion
con LI

administracion
con I.R

Evaluar parametros: fisiologico (peso), nutricionales (agua y alimento) y

bioquimicos (glucosa, colesterol

y triacilglicéridos) semanalmente.

término de los tratamientos.

Obtener suero y valorar TGO, TGP, Bilirrubina Directa y Total al

histoloaia.

Sacrificar con sobredosis de Pentobarbital sddico (40 mg/kg de peso
corporal). Extraer higado, rifién y pancreas de cada rata y evaluar la

|

Recolectar datos y analizar estadistico
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V. RESULTADOS

V.1. Efecto de un EH con posibles propiedades terapéuticas para el control de la Diabetes
Mellitus sobre parametros: fisiologico (peso), nutricionales (consumo de agua y alimento),
bioquimicos, enzimaticos y analisis histopatolégico.

Lotes: C, C/EH, STZy STZ/EH

La DM1 es una enfermedad crdnico-degenerativa caracterizada por una hiperglicemia, con
problemas a nivel metabélico de los carbohidratos, las grasas y las proteinas. Es el resultado de una
secrecion insuficiente de insulina, una reactividad anormal de las células diana o de ambas (Garner
y Shoback, 2008; Silverthorn, 2008; Vinay y col., 2008). Presenta manifestaciones clinicas
tardiamente en ausencia de insulina, generalmente de forma aguda o subaguda cuando se han
destruido la mayoria de las células B (Rubio y col., 2012). Suele presentar algunos sintomas como
poliuria, polidipsia, polifagia, pérdida de peso, entre otras manifestaciones clinicas (Griffin, 2012).

A) Parametros: Fisiol6gico (peso) y Nutricionales (consumo de agua y alimento)

En la Figura 12A se muestra los posibles efectos del EH durante el seguimiento del peso
corporal de ratas diabéticas (inducidas con STZ) y ratas normales (tratadas con y sin EH). Durante
el tratamiento se observa un peso corporal bajo y un aumento en el consumo de alimento y agua,
como se muestra en las Figuras 12C y 12D. Esta sintomatologia es tipica de una diabetes.

La administracion de STZ ocasiona la destruccion de células B y aumentan las concentraciones
de glucosa en sangre (hiperglucemia), debido a la ausencia de insulina. En la Figura 12C se muestra
las diferencias significativas en el consumo de alimento que existen entre las ratas diabéticas (STZ)
contra ratas normales (EH), ésta diferencias puede deberse a la induccion con STZ. La insulina
envia sefiales al hipotalamo para que éste regule la conducta alimentaria sin embargo en ausencia de
insulina, las neuronas son incapaces de captar la glucosa plasmatica y aumenta la ingesta excesiva
de alimento (polifagia) (Silverthorn, 2008; Palma e Iriarte, 2012).

En el consumo de agua (Fig. 12D) se observa una diferencia significativa de ratas diabéticas
(STZ 69.7 mL) contra el consumo de ratas normales (26 mL). En condiciones normales, para
mantener la homeostasis hidroelectrolitica, el organismo cuenta con mecanismos como el de la sed,
la cual se activa por la disminucién de los volimenes intracelular y/o extracelular (Grimaldi, 2012).
En la hiperglucemia, aumenta la sed (polidipsia), debido a que las altas concentraciones de glucosa
exceden el umbral renal, saturando la reabsorcidn de glucosa, es decir que la glucosa filtrada, no se
reabsorbe y es excretada en orina (poliuria) (Silverthorn, 2008).

Por otra parte, los pardmetros fisioldgicos y nutricionales en los lotes administrados con el EH

(Figura 12) no se observa una diferencia significativa contra los lotes control (C) y STZ (Sin EH).
Lo que indica que el EH no ejerce un efecto en individuos sanos e individuos diabéticos.
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Figura 12. Efecto del EH sobre el peso corporal, consumo de agua y alimento. A) Seguimiento del peso corporal de
ratas diabéticas (inducidas con STZ) y normales (tratadas con EH). B) Peso corporal de ratas diabéticas (inducidas
con STZ) y normales (tratadas con EH) al final de los tratamientos (P>0.05). C) Peso del consumo de alimento en
ratas diabéticas (inducidas con STZ) y normales (tratadas con EH) al final de los tratamientos (P>0.05). D)
Volumen del consumo de agua en ratas diabéticas (inducidas con STZ) y normales (tratadas con EH) al final de los
tratamientos (P>0.05).

B) Glucosa

En la Fig. 13 se muestran las concentraciones de glucosa. Los lotes control mantuvieron una
concentracion de 70-100mg/dL. La concentracion de glucosa (Figura 13B) en el lote C/EH no
presenta diferencia significativa con respecto al lote control (C) al finalizar el tratamiento. Esta

tendencia nos sugiere que el EH por si solo no presenta algin efecto hipoglucemiante en individuos
sanos.

Por otro lado; los lotes STZ y STZ/EH presentaron una glucosa basal de 89 y 104 mg/dL
(Fig. 13A) respectivamente. Se puede observar que después de la induccion con STZ los niveles de

glicemia van aumentando (por arriba de los 400 mg/dL).

En la Fig. 13B se observa que hay una diferencia significativa de los lotes STZ y STZ/EH
con respecto a sus controles (C y C/EH). Esta tendencia que presenta el lote STZ se explica ya que
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la STZ causa destruccion irreversible de las células f de los islotes del pancreas, causando
degranulacion o reduccién de la secrecion de insulina y con ello la hiperglucemia (Bell y col.,
2001). El lote STZ/EH mantiene concentraciones por arriba de los 400 mg/dL, lo que indica que el
EH no ejerce una disminucion de la concentracion de glucosa en individuos con DM1.

Glucosa de Lotes Control Glucosa a las 14 Semanas
Em_
- E'EH 0
- - 4 *
) &
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Figura 13. Efecto del EH e un modelo experimental de DM1 sobre la concentracion de glucosa en sangre. A)
Seguimiento de los niveles de glucosa durante las 14 semanas de tratamiento (p<0.05). B) Concentracion de glucosa
de ratas normales (C y C/EH) comparados con ratas diabéticas (Inducidas con STZ) de los lotes STZ y STZ/EH.

C) Colesterol

En la Fig. 14 se observan las concentraciones de colesterol en sangre. En la Fig. 14A se
muestra el seguimiento de los lotes control, donde la tendencia es similar durante las semanas de
tratamiento. Los lotes C y C/EH no presentan diferencia significativa (Fig. 14B), por lo que la
administracion del EH no disminuye la concentracion de colesterol en individuos sanos.

En la Fig. 14A los lotes STZ y STZ/EH presentaron valores basales de 150 y 157 mg/dL de
colesterol respectivamente; después de la induccion con STZ las concentraciones de colesterol
aumentaron, éstos resultados nos sugieren que la STZ aumenta los niveles de colesterol cuando se
presenta un modelo de diabetes aumenta la lip6lisis.

Por otro lado, durante el seguimiento del lote STZ/EH se observa una diferencia
significativa en la concentracion de colesterol, éstas concentraciones disminuyeron al administrar el
EH; estadisticamente el lote STZ/EH es similar a los lotes control, lo que indica que al administrar
el EH disminuyen las concentraciones de colesterol en individuos diabéticos.
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Figura 14. Efecto del EH sobre la concentracion de colesterol en sangre. A) Seguimiento de los niveles de colesterol
durante las 14 semanas de tratamiento (P<0.05). B) Concentraciones de colesterol de los lotes STZ, STZ/EH
comparados con sus respectivos controles (C y C/EH).

D) Triacilglicéridos

En la Fig. 15 se observa que en el lote STZ se incrementa la concentracion de
triacilglicéridos en suero. En la Figura 15B se observa que en el lote STZ se elevan los
triacilglicéridos hasta concentraciones de 241 mg/dL con respecto al lote C (138.5 mg/dL)
presentando diferencias estadisticamente significativas. Por otra parte, el lote C/EH no presenta
diferencia significativa con respecto al lote C, ain cuando el lote C/EH presenta una concentracion
de triacilglicéridos relativamente menor (134.5 mg/dL) a los niveles del lote C, por lo que el EH
ejerce un efecto sobre la disminucion de la concentracion de triacilglicéridos en individuos sanos.

El lote STZ/EH sugiere que hay un efecto sobre la concentracion de trigléridos en
individuos diabéticos; presentando diferencias significativas, los niveles de triacilglicéridos en este
grupo fueron de 147.5 mg/dL, el EH mantiene las concentraciones de triacilglicéridos, aunque a
partir de la semana 10 se observa una disminucion de triacilglicéridos en individuos diabéticos, con
una tendencia similar a los lotes control, lo que sugiere que el EH ejerce un efecto sobre la
concentracion de triacilglicéridos.
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Figura 15. Efecto del EH sobre la concentracion de Triacilglicéridos en sangre. A) Seguimiento de los niveles de
triacilglicéridos durante las 14 semanas de tratamiento (P<0.05) B) Concentracion de triacilglicéridos de los lotes
STZ, STZ/EH comparados con sus respectivos controles (Cy C/EH).

E) Transaminasas (TGO y TGP)

Las transaminasas son enzimas intracelulares que se encuentra en niveles altos en el corazon, las

células del higado, las células del musculo esquelético y en menores cantidades en otros tejidos
(Spinreact, 2004).

Las transaminasas trabajan en conjuncién aunque no son especificas de enfermedad
hepaética, se emplean para el diagndstico y seguimiento.

Al término del tratamiento, se realiz6 puncion cardiaca a todos los lotes para la obtencion de suero y
se determind la concentracion de TGO y TGP con la finalidad de descartar un posible dafio hepatico
provocado directamente con la administracién de EH durante la experimentacion.

La Figura 16 muestra las concentraciones de TGO y TGP al final del tratamiento de los
lotes C, C/EH, STZ y STZ/EH. El lote C/EH presenta una ligera variacion en la concentracién de
TGO comparado con el lote C sin embargo, esta diferencia no indica una posible alteracion en las
enzimas cardiacas o del musculo esquelético.

Las enzimas TGO y TGP trabajan en conjunto, cuando ésta Ultima se encuentra alta nos
indica un posible dafio hepético. En la tabla 11 se observa una concentracion de 16 UI/L del lote
C/EH lo que sugiere que la administracion del EH aparentemente no genera un posible dafio

hepético en individuos sanos, ya que las concentraciones normales de TGP oscilan entre 17-50 UI/L
((Cruz y col., 2009).

Por otra parte, las ratas diabéticas (STZ y STZ/EH) presentan concentraciones elevadas de
TGP. La elevacion de TGP puede ser posiblemente por una inflamacion del higado. En el caso del
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lote STZ/EH se observa una concentracion de TGP mayor (101 UI/L) comparada contra la
concentracion del lote STZ (85 UI/L), lo que indica que el EH no ejerce un efecto favorecedor sobre
las concentraciones de las enzimas (TGO y TGP).
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Figura 16. Concentracion en suero de TGO y TGP de los lotes C, C/EH, STZ y STZ/EH al final del tratamiento.

Tabla 11. Concentracion de Transaminasas (TGO y TGP) de los lotes C, C/EH, STZ 'y STZ/EH

TGO TGP
Lote Ul/L
C 13 14
C/EH 24 16
STZ 37 85
STZ/EH 64 101

F) Bilirrubinas (BDy BT)

Las alteraciones en la produccion de la bilirrubina, en la captacién o la conjugacion provocan
elevaciones de los niveles séricos de bilirrubina no conjugada (BI); mientras que las alteraciones en
la excrecién biliar cursan con elevaciones de la bilirrubina conjugada (BD) y permiten que la
bilirrubina pueda pasar a la orina (urobilin6geno).

Las hiperbilirrubinemias son trastornos que pueden cursar con un sindrome ictérico. La
elevacion de la bilirrubina depende de la Bl 0 BD (Spinreact, 2004).
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La Figura 17 muestra las concentraciones de Bilirrubinas en sangre y se observa que las
concentraciones son menores de los lotes control (C y C/EH) comparadas contra las
concentraciones de los lotes diabéticos (STZ y STZ/EH). Las concentraciones de Bilirrubina Total
se elevan cuando hay un aumento de la hemolisis, alteraciones genéticas, anemia neonatal,
alteraciones eritropoyéticas o presencia de drogas. La Bilirrubina Directa aumenta cuando se
presenta colestasis hepética, alteraciones genéticas y alteraciones hepaticas.

En condiciones normales la BD se encuentra menor al 20% de la concentracion total
(BT).EI lote C/EH (Figura 17) presenta una concentracion menor de BD con respecto a la BT, lo
que indica que aparentemente el EH no ejerce un efecto sobre las concentraciones de Bilirrubinas.

Por el contrario, las ratas diabéticas (inducidas con STZ) presentan una concentracion de
BT mayor con respecto a los lotes control (C y C/EH) lo que probablemente estos lotes presentan
un trastorno ictérico intra hepatico o post hepatica.
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Figura 17. Concentracidon de Bilirrubinas Directa 'y Total de los C, C/EH, STZ 'y STZ/EH al final del tratamiento.

Tabla 12.Concentracién de BD y BT de los lotes C, C/EH, STZy STZ/EH

Lote Bilirrubina Bilirrubina
Directa Total
C 0,003 0,04
C/EH 0,01 0,09
STZ 0,14 0,15
STZ/EH 0,26 0,53
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G) Histologia

La DM es una deficiencia en la secrecion o accion de la insulina. Los pacientes diabéticos también
presentan estrés oxidativo, lo que conduce a la peroxidacién lipidica y dafio en los tejidos. La
Hiperglucemia genera especies reactivas del oxigeno (ROS) y el dafio de la membrana. (Cuchillo y
col., 2005, Elberry y col., 2011).

En la Figura 18 se muestra que los lotes control (C y C/EH) no presentan cambios
patologicos aparentes en el pancreas, higado y rifion.

Los lotes con STZ muestran una degeneracion albuminosa leve en higado y rifion. En el
pancreas se observa atrofia y necrosis leve. Estos datos nos muestran que la administracion del EH
aparentemente no ejerce un efecto sobre la morfologia celular y el dafio que se observa en la Figura
18 del lote STZ/EH puede ser por la administracion de STZ, ya que es un compuesto citotoxico que
alquila al DNA, provocando la destruccion de las células.

C/EH STZ/EH

TR
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PANCREAS

z

RINON

‘ Degeneracion albuminosa SCPA Sin cambios patoldgicos aparentes
Atrofia y necrosis

Figura 18. Cortes histol6gicos de higado, pancreas y rifién de los lotes C, C/EH, STZ y STZ/EH. Se observan los
efectos del EH sobre los lotes control y lotes inducidos con STZ.

57



V.2. Efectos de la accion de la Insulina Intermedia (I.1) en un modelo experimental de ratas
wistar con DM1 comparada con los efectos del EH sobre parametros: fisiologico (peso),
nutricionales (consumo de agua y alimento), bioquimicos, enzimdticos y analisis
histopatologico.

Lotes: STZ, STZ/EH, STZ/1.1'y STZ/I1.1/EH

En DML1 por definicion requiere terapia de insulina exégena. La insulina administrada ya sea por la
via subcutanea o intravenosa, produce hiperinsulinemia periférica y necesita mantener normalizada
la glucosa en sangre (Bennik y col., 2005).

La LI es una suspension cristalina de insulina humana con protamina y zinc que
proporciona una insulina de accion intermedia con un inicio de accion mas lento y una duracion de
actividad mas prolongada (menos de 24 h) que el de la insulina rapida (PLM, 2009).

El principal sitio de accion de la insulina es el masculo esquelético, mientras que el higado
es el principal sitio de almacenamiento de la glucosa en forma de glucégeno. Con las terapias de la
diabetes moderna, es posible alcanzar rapidamente y mantenerla normoglucemia en la DM1 vy la
DM2 (Kourtoglou, 2011).

A) Parametros: Fisiol6gico (peso) y Nutricionales (consumo de agua y alimento)

La administracion de insulina puede mejorar la calidad de vida de individuos diabéticos, debido a
que muchos 6rganos son dependientes de la insulina. La insulina puede minimizar algunas
alteraciones metabdlicas, acompafiada de una adecuada dieta y ejercicio.

Se observa en la Figura 19 los pardmetros fisioldgicos y nutricionales de los lotes
administrados con 1.1 (STZ/1.1) comparados con los lotes tratados con el EH (STZ/I.I/EH). Las ratas
diabéticas (STZ) presentaron una tendencia similar en el peso corporal (Fig. 19A) con respecto a las
ratas con I.1 (STZ/1.1), sin embargo, al final de los tratamientos (Fig. 19B) se observa una diferencia
significativa en el aumento del peso corporal (STZ 228.5 gy STZ/1.1 258.3 g).

En el caso de los lotes tratados con EH no se observa un cambio significativo del peso
corporal del lote STZ/EH (205,19) contra el peso del lote STZ/I.I/EH (207.5 g), lo que indica que el
EH aparentemente no ejerce un efecto sobre el peso corporal de ratas diabéticas.

El consumo de alimento de las ratas diabéticas (STZ 25.4 g y STZ/EH 24.7 g) contra ratas
con tratamiento 1.1 (STZ/1.1 25.9 g y STZ/I.I/EH 24.4 g) no presenta una diferencia significativa
como se muestra en la Figura 19C. Por lo que, los efectos de la 1.1 no son significativos sobre la
ingesta de alimento.

En la Figura 19D se observa gue el consumo de agua de los lotes tratados con 1.1 (STZ/I.1'y
STZ/1.1/EH) presenta una diferencia significativa con los lotes diabéticos (STZ y STZ/EH). Esta
diferencia puede ser debido que al modular las concentraciones plasmaticas de glucosa mediante la
administracion de insulina, se envia la sefial al hipotadlamo y se libere la ADH, en presencia de esta
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la permeabilidad se incrementa considerablemente, el agua es reabsorbida libre de solutos. El
hipotalamo es la region cerebral clave en el control de la alimentacion.
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Figura 19. Efecto de la 1.1 comparada con el efecto del EH sobre el peso corporal, consumo de agua y alimento. A)
Seguimiento del peso corporal durante el tratamiento. B) Peso corporal al final del tratamiento. C) Peso del
consumo de alimento en al final de los tratamientos. D) Volumen del consumo de agua al final de los tratamientos.

B) Glucosa

En la Fig. 20A se observa que los niveles de glucosa en sangre de los lotes STZ/IL.l y
STZ/I.I/EH comparados con sus respectivos controles (STZ y STZ/EH) presentan una tendencia
similar sin embargo, se observa que al final del tratamiento (Fig. 20B) los lotes tratados con .1
presentan una diferencia significativa con una concentracion de 258.5 mg/dL (STZ/I.1) con respecto
al lote STZ. La insulina funciona para activar sistemas de transporte y las enzimas que intervienen
en la utilizacion y depdsito intracelular de glucosa, aminoacidos y AG e inhibe procesos catabdlicos

como la degradacion de glucogeno, lipidos y proteinas (Rodriguez, 2003). Ademas de reducir la
concentracion de glucosa en sangre.
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El Lote STZ/I.I/EH (284 mg/dL) no presenta una diferencia significativa con respecto al
lote STZ/1.1 sin embargo, se observa una diferencia con respecto a los lotes STZ y STZ/EH, esta
disminucion de la concentracion de la glucosa se debe a la accidon de la 1.1 ya que el EH no presenta
una disminucién estadistica significativa sobre la concentracion de glucosa en individuos
diabéticos.
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Figura 20. Efectos de la accion de la 1.1 comparada con el efecto del EH sobre la concentracion de glucosa en
sangre. A) Seguimiento de los niveles de glicemia durante las 14 semanas de tratamiento B) Concentracion de
glucosa en sangre de los lotes STZ, STZ/1.1, STZ/EH y STZ/1.1/EH.

C) Colesterol

En la Fig. 21 se observa la concentracion de colesterol de los lotes STZ, STZ/EH, STZ/1.1y
STZ/I.I/EH. En la Fig. 21A se muestra el seguimiento de la concentracion de colesterol de todos los
lotes y éstos presentan una tendencia similar.

Al final del tratamiento (Fig. 21B) se muestra que los lotes administrados con I.I no
presentan una diferencia significativa sobre la concentracién de colesterol, lo que indica que la
accion de 1.1 no fue capaz de disminuir las concentraciones de colesterol, aun cuando presenta una
concentracion de 162.5 mg/dL (Lote STZ/1.1) con respecto al lote STZ (176,5 mg/dL).

En el lote STZ/I.I/EH las concentraciones de colesterol al final del tratamiento experimental
(Fig.21B) no mostraron diferencia estadisticamente significativa, la concentracion de colesterol
basal es de 150 mg/dL, al dar seguimiento los niveles de colesterol mantienen una tendencia similar
(150-177 mg/dL). Esto podria sugerir que el extracto administrado con insulina en ratas diabéticas,
no ejerce un efecto sobre la concentracion de colesterol.
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Figura 21. Efectos de la accion de la 1.1 comparada con el efecto del EH sobre la concentracion de colesterol de los
lotes STZ, STZ/EH, STZ/1.1' Y STZ/I1.I/EH durante las 14 semanas de tratamiento. A) Seguimiento de los niveles
de colesterol durante las 14 semanas de tratamiento (P<0.05).B) Concetracion de colesterol de los lotes STZ,
STZ/EH comparados con lotes STZ/I.1 y STZ/I.I/EH.

D) Triacilglicéridos

En la Fig. 22 se muestra las concentraciones de triacilglicéridos de los lotes tratados con I.1 y se
observa que durante el seguimiento (Fig. 22A) los lotes STZ/I.l, STZ/EH/I.l, presentan una
tendencia similar en la concentracion de triacilglicéridos (entre 70-150 mg/dL).

Al final del tratamiento los lotes STZ/I.I y STZ/I.I/EH muestran una disminucion en la
concentracion de triacilglicéridos (139 y 154 mg/dL respectivamente) con respecto al lote STZ (241
mg/dL). Se observa que esta disminucion es debido a la administracion de insulina.

Por su parte el lote STZ/I.I/EH no presenta diferencia significativa con respecto al lote

STZ/1.1. lo que sugiere que el EH no funciona como potenciador de la 1.1, sin embargo favorece en
la disminucién de triacilglicéridos en individuos diabéticos.
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Figura 22. Efecto de la accién de la I.1 comparada con el efecto del EH sobre la concentracién de triacilglicéridos

de los lotes STZ, STZ/EH, STZ/1.1' Y STZ/I1.I/EH. A) Seguimiento de los niveles de triacilglicéridos durante las 14

semanas de tratamiento (P<0.05). B) Concentracion de triacilglicéridos de los lotes STZ, STZ/EH comparados con
los lotes STZ/1.1 y STZ/1.I/EH.

E) Transaminasas (TGO y TGP)

En la Fig. 23 se muestra la concentracion de transaminasas (TGO y TGP) de los lotes STZ,
STZ/EH, STZ/l.l y STZ/II/EH. En los lotes STZ/l.I y STZ/I.I/EH se observa un aumento
significativo en la concentracion de TGO y TGP; como se menciond anteriormente, las
transaminasas son marcadores sensibles cuando existe una lesion hepatica, sin embargo TGP es
especifica, pero no existe una correlacion entre las cifras en la elevacion de transaminasas con el
grado de lesion hepatica (Romero, 2001).

En el caso de STZ/EH se observa una elevacion importante en TGP, siendo marcador de un
posible dafio hepatico, considerando que los niveles normales de TGP son de 17-50 UI/L (Cruz y
col., 2009). El lote STZ/EH tiene una concentracion de TGP de 101 UI/L (Tabla 13) lo que indica
que el EH no sugiere un efecto favorecedor a nivel hepéatico en individuos con diabetes. Por otra
parte, al administrar 1.l se observa una disminucion importante en TGP (51 UI/L).
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Figura 23. Concentracion en suero de TGO y TGP de los lotes STZ, STZ/EH, STZ/I1.1 Y STZ/I.1/EH a las 14
semanas de tratamiento.

Tabla 13. Concentracion de TGO y TGP de los lotes STZ, STZ/EH, STZ/I.1 Y STZ/1.I/EH

Lote TGO TGP
uUl/L
STZ 37 85
STZ/EH 64 101
STZ/I.1 50 31
STZ/1.I/EH 43 51

F) Bilirrubinas (BD y BT)

La bilirrubina es un metabolizo secundario, producido por degradacién de los grupos hemo

de la hemoglobina, mayoritariamente, en las células del sistema reticulo endotelial (médula 6sea,
bazo e higado).

La bilirrubina se une a la albimina. Este complejo se disocia y la bilirrubina sola, penetra
en la célula hepética. La bilirrubina como tal se une a la albumina. Este complejo se disocia y la
bilirrubina sola, penetra en la célula hepatica. Ahi se conjuga (bilirrubina de reaccién directa) con
acido glucurénico formando un mono y di glucurénido, por acciéon de la enzima glucuronil
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transferasa, 0 en menor medida con grupos sulfatos, para luego ser excreta a los canaliculos biliares
por un proceso activo contra un gradiente de concentracion.

En la Fig. 24se muestran las concentraciones de Bilirrubinas al finalizar los tratamientos. Se
observa que los lotes administrados con EH (STZ/E.H y STZ/I.I/EH) tienen una mayor
concentracién de BT comparado con los lotes STZ y STZ/1.1. Las concentraciones de Bilirrubinas
estd aumentada cuando existe una obstruccion del arbol biliar intrahepético, extrahepatico, dafio
hepatocelular, entre otras causas.
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Figura 24. Concentracion en suero de BD y BT de los lotes STZ, STZ/EH, STZ/1.1 y STZI.1//EHal final del
tratamiento.

Tabla 14. Concentracion de BD y BT de los lotes STZ, STZ/EH, STZ/1.1 Y STZ/1.1/EH

Lote Bilirrubina Bilirrubina
Directa Total
STZ 0.14 0.15
STZ/EH 0.26 0.53
STZ/1.1 0.16 0.19
STZ/1.I/EH 0.20 0.44
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G) Histologia

En la Fig. 25 se observa una degeneracion grasa y albuminosa de leve a moderada en el higado de
los lotes STZ/I.1'y STZ/1.I/EH considerando que el dafio generado en éstos lotes es causado por la
administracion de STZ. El pancreas presenta atrofia y necrosis leve, sin embargo se observa que la
administracion de la L.l evitd un dafio mayor generado por la STZ. En el rifion se observa una
esclerosis glomerular moderada y degeneracion albuminosa leve, cuando hay deficiencia de
insulina, una de las complicaciones metabolicas es la nefropatia diabética. La hiperglucemia
promueve el estrés oxidativo y por lo tanto, la generacion de ROS desencadenando una disminucion
en la defensa oxidativa y acumulacion de grasa (Abdulgader y col., 2011; Richardson y col., 2011).

En el lote STZ/I.I/EH se muestra una atrofia y necrosis de leve a moderada en el pancreas,
asi como degeneracion grasa y albuminosa en rifion. Estos datos nos indican que el EH junto con la
administracion de 1.1 no detienen el dafio causado por la administracion de STZ, agravando la
destruccion de células en el pancreas y rifion.
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Figura 25. Cortes histoldgicos de higado, pancreas y rifion de los lotes STZ, STZ/EH, STZ/I.1 y STZ/I.I/EH. Se
observan los efectos del EH y de la insulina de accion intermedia.
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V.3. Efecto de la accion de Insulina Rapida (I.R) comparada con el efecto del EH en un
modelo de Diabetes Mellitus 1 sobre parametros: fisiologico (peso), nutricionales (consumo de
agua y alimento), bioquimicos, enzimaticos y analisis histopatoldgico.

Lotes: STZ, STZ/EH, STZ/I.Ry STZ/1.R/EH

La insulina es un regulador esencial del metabolismo y produce efectos directos e indirectos en casi
todos los tejidos (Anania y Parekh, 2007).

La I.R consiste en cristales de insulina zinc disuelto en un liquido transparente, de insulina
humana de origen ADN recombinante. Produce efecto con rapidez y tiene una duracion de actividad
relativamente corta (4-8 h) (PLM, 2009).

A) Parametros: Fisiol6gico (peso) y Nutricionales (consumo de agua y alimento)

Como se muestra en la Figura 26B, el peso corporal de las ratas con I.LR y EH (STZ/I.R/EH)
presentd diferencias significativas con respecto al lote STZ/EH a lo largo del tratamiento, lo que
indicaria que el EH conlleva una ganancia de peso cuando es administrado con |.R.

Por otra parte, en la Figura 26C y 26D se observa una diferencia significativa del lote
STZ/EH/I.R (22 g) en el consumo de alimento y agua con respecto al lotes STZ/EH (26.7 mL) al
finalizar el tratamiento, lo que aparentemente indica que el EH al administrarse junto con la insulina
ejerce un efecto. Disminuyendo las cantidades en la ingesta de alimento y agua.
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Figura 26. Efecto de la I.R comparada con el efecto del EH sobre el peso corporal, consumo de agua y alimento. A)
Seguimiento del peso corporal durante el tratamiento. B) Peso corporal al final del tratamiento. C) Peso del
consumo de alimento en al final de los tratamientos. C) Peso del consumo de agua al final de los tratamientos.

B) Glucosa

En la Fig. 27se muestran las concentraciones de glucosa de los lotes STZ/I.R y STZ/1.R/EH, al dar
seguimiento a éstos lotes (Fig. 27A) se observa que presentan concentraciones de glucosa por
debajo de los lotes STZ y STZ/EH. Lo que indica que la accién de la I.R disminuye los niveles de
glucosa. Por su parte, el lote STZ/I.R./EH se observa que el EH acttia como un posible potenciador
de la I.R, ya que mantuvo sus niveles de glucosa de (77-107 mg/mL) durante el tratamiento; esto
sugiere que el EH puede ejercer un efecto junto con la administraciéon de I.R, disminuyendo los
niveles de glucosa en individuos diabéticos.

Se muestra una diferencia significativa del lote STZ/I.R/EH con una concentracion de
glucosa de 87 mg/dL con respecto a los lotes STZ (408.5 mg/dL) y STZ/EH (400.5 mg/dL), como
se menciond anteriormente la administracion del EH junto con la acciéon de I.R disminuye
estadisticamente las concentraciones de glucosa en individuos diabéticos.
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Figura 27. Efecto de la accion de I.R comparada con el efecto del EH sobre la concentracion de glucosa en sangre.
A) Seguimiento de la concentracion de glucosa en sangre durante las 14 semanas de tratamiento. B) Se muestran
las concentraciones de glucosa del comportamiento de los lotes STZ, STZ/EH, STZ/1.1y STZ/1.I/EH alas 14
semanas de Tratamiento.

C) Colesterol

Durante el seguimiento de colesterol en las semanas de tratamiento, se observa (Fig. 28) que los
lotes STZ/ILR y STZ/I.R/EH tienden a disminuir sus niveles de colesterol con respecto a sus
controles (STZ y STZ/EH). La administracién de insulina disminuye las concentraciones de
colesterol, ya que cuando se encuentra aumentada la concentracion de glucosa en sangren el tejido
adiposo, la glucosa se almacena principalmente como lipido, promoviendo la lipogénesis, con ello
el desarrollo de hipercolesteronemia (cuando los niveles de glucosa estan aumentados
anormalmente) (Vinay y col., 2008).

La ausencia de insulina desencadena alteraciones en el metabolismo de las grasas, de tal

manera que la administracion de insulina exdgena regula el metabolismo de grasas (Silverthorn,
2008).

Como se mencioné anteriormente, la administracion de insulina disminuye las
concentraciones de colesterol, debido a la disminucion de la degradacion de lipidos. En la Fig. 28B
se muestra la diferencia significativa que hay en el lote STZ/I.R asi como en el lote STZ/I.R/EH con
respecto al grupo STZ, sin embargo el lote STZ/I.R/EH de concentracion 152 mg/dL no presenta
diferencia significativa con respecto al lote STZ/EH (158.5 mg/dL). Lo anterior, nos sugieren que el
EH no potencia los efectos de la I.R en la disminucion de colesterol.
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Figura 28. Efecto de la accion de I.R comparada con el efecto del EH sobre la concentracion de colesterol en
sangre. A) Seguimiento de la concentracion de colesterol en sangre durante las 14 semanas de tratamiento. B)
Concentracion de colesterol en sangre de los lotes STZ, STZ/EH, STZ/1.Ry STZ/I.R/EH a las 14 semanas de
tratamiento.

D) Triacilglicéridos

Los triacilglicéridos en sangre juegan un papel importante, sin embargo, cuando hay un desbalance
en un aumento anormal de glucosa, éstos a su vez se ven afectados ya que disminuye la lipdlisis en
el adipocito. Normalmente la glicemia se mantiene dentro de limites estrechos por el balance de la
entrada de glucosa a la sangre desde el higado y como consecuencia de la absorcion intestinal
después de las comidas y la captacién de glucosa por los tejidos periféricos como el musculo
(Rodriguez, 2003).

La Fig. 29 muestra la concentracién de triacilglicéridos en sangre de los lotes STZ,
STZ/EH, STZ/I.R y STZ/1.R/EH, donde se observa que los lotes STZ/I.R (y STZ/I.R/EH presentan
concentraciones de triacilglicéridos menores al lote STZ, lo que indica que la administracion de
insulina disminuye las concentraciones de triacilglicéridos ya que la insulina tiene efectos
metabdlicos.

En la Fig. 29B se observa que no hay diferencia significativa entre los lotes STZ/EH,
STZ/I.R y STZ/I.R/EH, lo que indica que el EH no ejerce un efecto potenciador al ser administrado
con LR, al finalizar el tratamiento se observa una concentracién de 142 mg/dL (STZ/I1.R/EH)
mientras que el lote STZ/EH tiene una concentracién de triacilglicéridos de 147.5 mg/dL,
estadisticamente no hay diferencia significativa.
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Figura 29. Efecto de la accién de la I.R comparada con el efecto del EH sobre los niveles de triacilglicéridos en
sangre de los lotes STZ, STZ/EH, STZ/I.Ry STZ/I.R/EH. A) Seguimiento de los niveles de triacilglicéridos durante
las 14 semanas de tratamiento. B) Concentracidn de Triacilglicéridos en sangre a las 14 semanas de tratamiento.

E) Transaminasas (TGO y TGP)

En la Fig. 30 se muestran las concentraciones de los lotes STZ, STZ/EH, STZ/I.R vy
STZ/I.R/EH. Los lotes STZ/I.R y STZ/EHpresentan elevacién en los niveles de TGP, se observa
una concentracion de 102 mg/dL, aunque era de esperarse, ya que se trata de ratas diabéticas y este
incremento esta relacionado con la administracion de STZ.

Por otra parte, el lote STZ/I.R/EH presenta concentraciones menores de TGOy TGP (10 y
35 mg/dL respectivamente), tratdindose de un lote diabético, se observa que la administracion del
EH ejerce un efecto sobre la concentracion de las enzimas TGO y TGP.
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Figura 30. Concentracion en suero de TGO y TGP de los lotes STZ, STZ/EH, STZ/I.R y STZ/1.R/EH al final del

tratamiento.
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Tabla 15. Concentracion de Transaminasas (TGO Y TGP) de los lotesSTZ, STZ/EH, STZ/ILRY

STZ/1.R/EH
Lote TGO TGP
uUl/L
STZ 37 85
STZ/EH 64 101
STZ/I.R 38 54
STZ/I.R/EH 10 35

F) Bilirrubinas (BD y BT)

En la Fig. 31 se muestran las concentraciones de BD y BT de los lotes STZ, STZ/EH,
STZ/I.R y STZ/1.R/EH. El lote STZ/I.R presenta una elevacion en BT con una concentracion de
0.53 mg/dL, lo que aparentemente sugiere una lesion hepatica, sin embargo, esta elevacion en las
concentraciones de bilirrubinas puede ser respuesta a la administracion de la STZ.

El lote STZ/1.R/EH tiene una concentracién de BT de 0.07 mg/dL es similar al lote control,
lo que indicaria que ejerce un efecto al administrar I.LR y EH.

Bilirrubinas a las 14 Semanas
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@ 0,3 ®STZ/EH
c
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= ESTZ/I.R/EH
o 0,1 -
O i
Bilirrubina Directa Bilirrubina Total

Figura 31. Concentracion en suero de BD y BT de los lotes STZ, STZ/EH, STZ/I.R y STZ/I.R//EHal final del
tratamiento.
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Tabla 16. Concentracion de BD y BT de los lotes STZ, STZ/EH, STZ/1.1 y STZ/1.I/EH al final del

tratamiento

Lote Bilirrubina Bilirrubina
Directa Total
STZ 0.14 0.15
STZ/EH 0.26 0.53
STZ/1.R 0.11 0.46
STZ/1.R/EH 0.01 0.07

G) Histologia

En el lote STZ/I.R se observa (Fig. 32) una degeneracion albuminosa leve en higado. El dafio en
este lote es menor que en ratas diabéticas, lo que indica que la administracién de I.R. disminuye los
efectos de las consecuencias de las concentraciones elevadas de glucosa en sangre. En el pancreas
se observa atrofia y necrosis leve, asi como esclerosis glomerular leve en rifién.

El lote STZ/I.R./JEH presenta degeneracion albuminosa y grasa leve en higado y nefritis
intersticial leve en rifion. El efecto de la STZ provoca dafio a nivel renal, ya que se presenta estrés
oxidativo el cual contribuye a la patogénesis de la DM y sus secuelas causando nefropatia. Los
rifiones son especialmente propensos a los dafios causados por los radicales libres (Garcia y col.,
2010).

La administracién del EH no generé un dafio mayor en los érganos analizados (higado,
rifidn y pancreas), se observa que hay un dafio pero no tan severo como en los 6rganos del lote
administrado con STZ.
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Figura 32. Cortes histoldgicos de higado, pancreas y rifidon de los lotes STZ, STZ/EH, STZ/I.Ry STZ/1.R/EH. Se
observan los efectos del EH y de la insulina de accién rapida.
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V.4. Posibles efectos de los Acidos Grasos -3 en un modelo de DM1 sobre parametros:
fisioldgico (peso), nutricionales (consumo de agua y alimento), bioquimicos, enzimaticos y
analisis histolégico.

Lotes: C, C/AG w-3,STZy STZIAG -3

Los efectos de los AG ®-3 ha suscitado un interés en los diabéticos debido a que esta enfermedad se
asocia frecuentemente a dislipidemias y a un mayor riesgo de aterosclerosis; con frecuencia se
prescriben los AGw-3 en la diabetes y en las dislipidemias (Nassif y Merifio,2003).

Los AG -3, poseen efectos antiinflamatorios, como reguladores del metabolismo lipidico
y la reduccién al riesgo de enfermedades cardiovasculares (Domingo y col., 2011).

A) Parametros: Fisioldgico (peso) y Nutricionales (consumo de agua y alimento)

En la Figura 33 se muestran los efectos de los AG ®-3 sobre los parametros fisiol6gicos y
nutricionales de los lotes C, C/AG w-3, STZ y STZ/AG »-3. Se observa que durante el seguimiento
del peso corporal (Fig. 33A) hay una ganancia de peso mayor de los lotes administrados con AG -
3 (C/AG »-3, STZ/AG »-3) comparado con el lote C.

Por otro parte, en la Fig. 33C se observa una diferencia significativa de las ratas diabéticas
tratadas con AG ®-3 (24 g) en el consumo de alimento con respecto a su control (C/AG ®-3). Lo
que sugiere que los AG ®-3 ejercen un efecto sobre la ingesta de alimento, aun cuando se trata de
un lote diabético.

Como se puede observar en la Figura 33D el consumo de agua disminuye

significativamente en las ratas diabéticas con AG -3 con un volumen de 47 mL a diferencia del
lote STZ de 69 mL, esta respuesta aparentemente es al efecto de la administracion de AG o-3.
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Figura 33. Efecto de los AG ®-3 sobre el peso corporal, consumo de agua y alimento. A) Seguimiento del peso
corporal durante el tratamiento. B) Peso corporal al final del tratamiento. C) Peso del consumo de alimento en al
final de los tratamientos. D) Peso del consumo de agua al final de los tratamientos.

B) Glucosa

En la Fig. 34, se observan que los niveles de glucosa en el lote C/AG ®-3 no presentan una

diferencia significa con respecto al lote C, de tal manera que la administracion de AG ®-3 no genera

un efecto sobre la concentracion de glucosa en individuos sanos.

Por otra parte, durante el seguimiento de la concentraciéon de glucosa (Fig. 34A) el lote
STZ/AG -3, presenta una disminucion significativa al final del tratamiento, se observa una
concentracion de 128 mg/dL con respecto al lote STZ (408 mg/dL), la administracion de los AG -
3 disminuyen la concentracion de glucosa en individuos diabéticos.
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Figura 34. Efecto de los AG ®-3 en un modelo experimental de DM1 sobre la concentracion de glucosa en sangre.
A) Seguimiento de las concentraciones de glucosa de los lotes C, STZ, C/AG ®-3 y STZ/AG ®-3 B) Concentracion
de glucosa de los lotes administrados con AG ®-3 durante las 14 semanas de tratamiento.

C) Colesterol

En la Fig. 35B se muestra que en los lotes C y C/AG ®-3 no presentan una diferencia estadistica
significativa sobre la concentracion de colesterol. Los AG ®- 3no disminuyen los niveles de
colesterol en individuos sanos. Durante el seguimiento del tratamiento (Fig. 35A) se observa una
tendencia similar con el lote C.

Por otro lado, el lote STZ y el STZ/AG ®»-3 presentan una diferencia significativa, la
administracion de los AG w-3 disminuye los niveles de colesterol en individuos con diabetes.
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Figura 35. Efecto de los AG ®-3 en un modelo experimental de DM1 sobre la concentracion de colesterol en sangre.
Se muestran las concentraciones de colesterol del comportamiento de los lotes C, STZ, C/AG -3 y STZ/AG ®-3 en
las 14 semanas de tratamiento.
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D) Triacilglicéridos

Se observa una disminucidn significativa en los niveles de triacilglicéridos en los lotes C/AG ®-3 'y
STZ/AG ®-3, de tal manera que la administracion de AGw-3 en individuos con diabetes disminuye
la concentracion de triacilglicéridos.

Durante el seguimiento del tratamiento (Fig. 36A), se observa que el lote STZ/AG »-3 tiene
una tendencia similar a los lotes C y C/ AG ®-3 con una concentracion final de 168 mg/dL para el
lote STZ/AG ®-3. Los AG w-3 mejoran el perfil lipidico en individuos diabéticos.

La administracion de AG ®-3 al lote C/AG ®-3 no presenta diferencia significativa (Fig.

36B) con respecto al lote C, por lo que los AG ®-3 no afectan en la concentracion de
triacilglicéridos de individuos sanos.
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Figura 36. Efecto de los AG ®-3 en un modelo experimental de DM1 sobre la concentracién de triacilglicéridos en
sangre. Se muestran las concentraciones de triacilglicéridos del comportamiento de los lotes C, STZ, C/AG 0-3y
STZ/AG -3 durante las 14 semanas de tratamiento.

E) Transaminasas (TGO y TGP)

En los lotes C, STZ, C/AG ®-3 y STZ/AG -3 (Fig. 37) se observan los niveles de TGO y
TGP, donde los lotes administrados con AG ®-3, no presentan un efecto a nivel hepéatico. La
administracion de los AG, no sugiere una lesion en higado.

En la tabla 17 se muestran las concentraciones de TGO y TGP, se observa una
concentracion de 30 y 25 mg/dL respectivamente para ratas diabéticas con el suplemento AG ®-3.
La elevacion de las enzimas transaminasas con un marcador en las lesiones hepéticas, sin embargo
el lote STZ/AG w-3 y C/AG ®-3, no presentan lesion hepatica.
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Figura 37. Concentracion en suero de TGO y TGP de los lotes C, STZ, C/AG ®-3 y STZ/AG »-3a las 14 semanas.

Tabla 17. Concentracion de Transaminasas (TGO Y TGP) de los lotes C, STZ, C/AG »-3y

STZ/AG »-3
TGO TGP
Lote
ul/L
C 13 14
STZ 37 85
C/AG ®-3 32 20
STZ/AG »- 3 30 25

F) Bilirrubinas (BD y BT)

En la Fig. 38 se muestran los niveles de concentracion de BD y BT, el lote C/AG ®-3 muestra una
concentracion de Bilirrubina total de 0.04 mg/dL igual a la concentracién del lote C (0.04 mg/dL) lo
que indica que los AG no ejercen un efecto en individuos sanos.

El lote STZ/AGw-3, presenta una elevacion significativa (0.228 mg/dL) con respecto al lote

C (0.04 mg/dL), por lo que podria considerarse que existe una alteracion post-hepatica por una
obstruccion en las vias biliares, sin embargo, este efecto puede atribuirse mas que a la
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administracion de los AG -3, a la diabetes, ya que por si sola puede generar efectos a nivel

hepatico.
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Figura 38. Concentracion en suero de BD y BT de los lotes C, STZ, C/AG -3 y STZ/AG »-3al final de las 14

Tabla 18. Concentracion de BD y BT de los lotes C, STZ, C/AG -3y STZ/AG ®-3

semanas de tratamiento.

Lote Bilirrubina | Bilirrubina Total
Directa
C 0.003 0.040
STZ 0.147 0.152
C/AG »-3 0.001 0.040
STZ/AG o- 3 0.118 0.228
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G) Histologia

En la Fig. 39 se observa que en el lote C/AG -3 presenta una degeneracion albuminosa leve en
higado y rifion. El pancreas no presenta cambios patoldgicos aparentes. El lote STZ administrado
con AGo-3 se observa degeneracion albuminosa en higado y rifién leve asi como atrofia y necrosis
en el pancreas. Los AG ®-3 son potentes moléculas de sefializacion, ademas de que pueden influir
en la inflamacion a través de una variedad de mecanismos (Calder, 2011), de tal manera que la
administracion del suplemento de AG -3 contrarresta los efectos causados en un individuo con
DM, evitando que el dafio sea menos severo.
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Figura 39. Cortes histologicos de higado, pancreas y riiion de los lotes C, C/AG ©-3, STZy STZ/AG ©-3. Se
muestran los efectos de los AG ®-3 en ratas diabéticas y ratas control.
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VI. DISCUSION

La DM es un desorden metabdlico o grupo heterogéneo de trastornos caracterizados por altos
niveles de glicemia, resultado de un defecto en la secrecion y/o accién de la insulina (Heydari y
col., 2010). Es una de las enfermedades cronico-degenerativas mas graves y costosas siendo la
primera causa de muerte en México (Bell y col., 2001; Rio y col., 2009).

Actualmente la medicina alternativa, la terapia génica y la terapia natural han tenido
especial interés en la investigacién de nuevas alternativas para el desarrollo de formulas que apoyen
en el tratamiento de la DM vy tratar de disminuir el mayor nimero de efectos secundarios (Eidi y
Eidi, 2009).

En el presente estudio se administrd (60 mg/kg de peso) de STZ en ratas jovenes macho,
por via intraperitoneal con el objetivo de valorar los efectos del EH en un modelo de DM1 sobre la
concentracién de parametros bioquimicos (glucosa, triacilglicéridos, colesterol, bilirrubinas y
transaminasas) Y la histologia de érganos (higado, pancreas y rifion).

VI. 1. Glucosa

La DML1 es un trastorno caracterizado por la deficiencia en la secrecién de insulina. Para el
desarrollo de un modelo de diabetes se requiere de la administracion de un agente capaz de
desencadenar un descontrol sobre los niveles de glucosa, tal es el caso de la STZ.

La administracién por via intraperitoneal de la STZ produjo un aumento en los niveles de
glucosa de los grupos STZ y STZ/EH (Fig. 13) cuyos valores oscilan entre 400-500 mg/dL
generando un modelo de diabetes.

La concentracion de glucosa de los lotes tratados con STZ se encontraba por encima de los
400 mg/dL durante todo el tratamiento, con pequefias variaciones, mas que un error en los
tratamientos se trata de una sefial que indica el desarrollo de la diabetes.

La administracién de STZ, eleva las concentraciones de glucosa, como se observa en la
Figura 13.La STZ es un agente diabetogénico y es utilizado para inducir DM en animales
experimentales (Like y Rossini, 1976). La STZ se absorbe por las células § del pancreas a través de
GLUT?2 (transportador de glucosa). La STZ alquila al DNA por la fraccion nitrosourea induciendo
la muerte de las células B (productoras de insulina). La STZ producen ROS y NO (especies
reactivas) y pueden participar en la fragmentacion del DNA (Eidi y Eidi., 2009). De tal manera que
la alquilacion del DNA y la produccion de especies reactivas, fragmentan las células B del pancreas
(productoras de insulina), provocando deficiencia en la secrecion de insulina y por consiguiente el
aumento de la concentracion de glucosa en sangre (Szkudelski, 2001).

Por otra parte, el lote STZ/EH mostr6 concentraciones que oscilaron entre 350-416 mg/dL
(Fig. 13A), el comportamiento de este lote no presenté diferencia significativa con respecto al lote
STZ, lo que sugiere que el EH por si solo no ejerce un efecto sobre las concentraciones de glucosa.
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El lote control (Fig.13A) mantuvo niveles de glucosa normales durante el tratamiento (85-
100 mg/dL) que comparados con el lote C/EH, éste presentd una tendencia similar que el lote C, ya
que las concentraciones de glucosa oscilaron entre 89-104 mg/dL. En la Fig. 13B se observa que no
hay diferencia significativa entre los lotes C y C/EH, al finalizar el tratamiento estos grupos tienen
concentraciones de 99.5 mg/dL y 94 mg/dL respectivamente. Lo que indica que la administracion
del EH en el grupo control (Lote C/EH) no ejerce un efecto hipoglucemiante sobre la concentracion
de glucosa en individuos sanos considerando que mantienen una dieta normal.

Por otra parte, en el grupo diabético tratado con I.1 (STZ/I.1) (Fig. 19A) la concentracién de
glucosa oscila entre 250-495 mg/dL. La I.l es una suspension sintetizada de una cepa especial no
patdgena de Escherichia coli, modificada genéticamente mediante la adicion de un gen humano y
como actividad principal es la regulacion del metabolismo de la glucosa, reducir el riesgo de
complicaciones a largo plazo ocasionados por la hiperglucemia (Yale, 2004; PLM, 2009; Conall y
Dinneen, 2010; Didangelos e lliadis, 2011).

Se observa que al administrar 1.1 se disminuyen los niveles de glucosa con respecto al lote
diabético (STZ).Al finalizar el tratamiento, en la Fig. 19B, el lote STZ/I.I presenta una
concentracion de glucosa de 258.5 mg/dL mientras que el lote STZ tiene una concentracion de 408
mg/dL, sin embargo, el lote STZ/I.1 presenta algunas variaciones durante el seguimiento de glucosa.
Es posible que estas variaciones se deban al tiempo de actividad de la insulina (6-12 h), pues el
inicio de accion es mas lento pero su actividad es mas prolongada,

En el lote STZ/I.I/EH (Fig. 19A) durante el seguimiento de la concentracion de glucosa, las
concentraciones se mantienen similares a partir de la semana 7 hasta finalizar el tratamiento, sin
embargo, el lote STZ/L.I/EH (284 mg/dL) no presenta diferencia significativa como se observa en
Figura 19B con respecto al lote STZ/I.I de concentracion de 258.5 mg/dL, lo que indica que la
administracion del EH en el grupo diabético no disminuye las concentraciones de glucosa. EI EH no
ejerce un efecto hipoglucemiante.

El EH puede contener algunas propiedades que pudieran fungir como hipoglucemiantes, sin
embargo, aparentemente no disminuyeron las concentraciones de glucosa al administrarse con L.
El EH contiene distintas plantas como Guayaba, hormiguillo, Amula de Monterrey y de las cuales
se han reportado efectos en la DM sin embargo se desconoce el mecanismo.

Los niveles de glucosa, no disminuyeron considerando que a pesar de la administracion de
insulina, no simula completamente la secrecién en un individuo sano. Ademas de que también
pudiera influir la via de administracion tanto del EH como la via de la insulina. La administracion
por via oral tiene la desventaja de que haya inactivacion a nivel del higado (Florez, 2008).

Por otra parte, algunos componentes que contiene el EH como lo son algunos antioxidantes

y en particular acido clorogénico, cuya funcién aparente es regular la hemoglobina glicosilada
pudiera apoyar en la disminucion de las concentraciones de glucosa.
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En la Fig. 27A se observan las concentraciones de glucosa de los lotes STZ/L.I y
STZ/I.R/EH durante las semanas de tratamiento, a los grupos diabéticos (STZ/1.R) se les administro
insulina de accion répida (1.R) para evaluar el efecto del EH.

El lote STZ/I.R presenta concentraciones de glucosa que oscilan entre 211-333 mg/dL con
variaciones durante el tratamiento. La |.R consiste en cristales de insulina de zinc disueltos en un
liquido transparente, por lo que su velocidad y duracién no estdn modificadas, produce un efecto
con rapidez y su duracion es relativamente corta (6-8H) a diferencia de I.I (PLM, 2009). Las
variaciones presentes durante el tratamiento pueden ser debido al efecto rapido de la I.R, por lo que
no mantiene completamente el control de la glicemia. La accion de la I.R comienza en las primeras
horas de ser administrada y el tiempo en circulacion en sangre es mas breve que la accion de I.1.

El tiempo que tarda la accion de la insulina depende de cada individuo y en ocasiones la
accion de la 1.1 requiere de la administracién de I.R para que durante la noche no haya episodios de
hiperglucemia, sin embargo se consider6 que la administracion del EH podia ejercer un efecto en el
que no existiera la necesidad de la administracion de insulina de accion répida.

En este caso, las concentraciones de glucosa, disminuyeron estadisticamente significativa.
Aparentemente se observa un efecto del EH en individuos diabéticos y administrados con I.R, este
efecto que como se mencioné anteriormente pudiera contener algunos componentes que funcionan
como inhibidores de la translocasa de la glucosa-6-fosfato. La orientacion de la gluconeogénesis y
glucogendlisis con un inhibidos de la glucosa-6-fosfato lo que haria en una reduccion de la
produccion de glucosa hepética. Otra posibilidad por la que pudiera considerarse el efecto, es el
tiempo de accion en la que posiblemente actlia tanto el EH como la I.R, ya que este componente que
posiblemente se encuentre en el EH, se debe a que actla dentro de las primeras 5H de la
administracion (Andrade y Heinrich, 2005), es por eso que la accidon sea mas proxima cuando la
insulina rapida esta actuando. En cambio la accion de la insulina intermedia es mas tardia en su
efecto.

Por otro lado, la administracion del EH junto con I.R (grupo STZ/I.R/EH), se observé una
disminucién significativa en las concentraciones de glucosa (Fig. 27 A), las cuales presentaron una
tendencia similar con respecto a las concentraciones del lote control (C). En este caso, los
resultados nos indican que la administracion del EH junto con la I.R. produjo efectos favorecedores
sobre las concentraciones de glucosa.

En la Figura 33 se observa las concentraciones de glucosa de los lotes tratados con AG ®-3.
Los lotes control (C y C/AG ®-3) no presentaron diferencias significativas, por lo que al administrar
AG ®-3 en individuos sanos no genera aumento sobre las concentraciones de glucosa. Los AG »-3
son considerados acidos grasos poliinsaturados esenciales y contribuyen en distintas funciones,
principalmente en procesos antiinflamatorios, siendo acidos grasos esenciales el organismo no es
capaz de sintetizarlos por si mismo y por tanto requieren ser consumidos a través de algunos
vegetales y alimentos marinos (Mataix, 2004).
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En la Fig. 33, se observan que los niveles de glucosa en el lote C/AG ®-3 no presentan una
diferencia significa con respecto al lote C, de tal manera que la administracion de AG ©-3 no genera
un efecto sobre la concentracion de glucosa en individuos sanos.

Por otra parte, (Fig. 33A) el lote STZ/AG »-3 (Fig. 32 A), presenta una disminucion
significativa al final del tratamiento cuya concentracion es de 128 mg/dL con respecto al lote STZ
(408 mg/dL), la administracion de los AG disminuyen la concentracion de glucosa en individuos
diabéticos, ya que acttan los PPARs (Receptores Activadores del Proliferador de Peroxisomas) son
receptores nucleares que pertenecen a la familia de factores de transcripcién involucrados en la
regulacién de la homeostasis de los lipidos y en el mantenimiento de la homeostasis de la glucosa
(Rodriguez-Cruz y col., 2005).

V1.1.2. Colesterol

En la Fig. 14A se muestra el seguimiento de los lotes control (C y C/EH), los cuales no
presentan diferencia significativa (Fig. 13B), por lo que la administracién del EH no disminuye la
concentracion de colesterol en individuos sanos.

En la fig. 13A los lotes STZ y STZ/EH presentaron valores basales de 150 y 157 mg/dL de
colesterol respectivamente; después de la induccién con STZ las concentraciones de colesterol
aumentaron, éstos resultados nos sugieren que la STZ aumenta los niveles de colesterol, cuando se
presenta un modelo de diabetes aumenta la lipdlisis.

El lote STZ/EH se observa una diferencia significativa en la concentracion de colesterol,
estas concentraciones disminuyeron al administrar el EH; de acuerdo a los resultados anteriores, la
disminucién de las concentraciones de colesterol puede ser por la presencia de taninos, algunos
fitoesteroles y terpenos.

Los fitoesteroles son sustancias disueltas en grasa, considerados el principal nutriente
hipocolesterolémico, pueden proteger el sistema cardiovascular, al inhibir la absorcion intestinal del
colesterol, tanto el contenido en una dieta como el biliar, sin modificar los niveles de las HDL;
impide la re esterificacion del colesterol a nivel de la actividad de la acetil-colesterol-acil
transferasa (ACAT); aumentan la actividad y la expresion del transportador tipo ABC
(transportadores de membrana dependientes de ATP) al acelerar el flujo de colesterol desde las
celulas intestinales al lumen intestinal (Martinez y col., 2011).

El escualeno, un terpeno hipocolesterolémico, puede reducir colesterol esterificado,
mediante la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LBD) en sangre (Martinez y col.,

2011).

Por otra parte, en la Figura 20 se observa la concentracién de colesterol de los lotes STZ,
STZ/EH, STZ/1.1 y STZ/1.1/EH, éstos presentan una tendencia similar.
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Al finalizar el tratamiento (Fig. 20B) se muestra que los lotes administrados con I.I no
presentan una diferencia significativa sobre la concentracién de colesterol, lo que indica que la
accion de 1.1 no fue capaz de disminuir las concentraciones de colesterol, aun cuando presenta una
concentracion de 162.5 mg/dL (Lote STZ/1.1) con respecto al lote STZ (176,5 mg.dL).

Las insulinas de accion intermedia tienen un perfil de accion demasiado corto que obliga la
administracion de varias veces al dia. A este problema se le aflade una gran variabilidad de
absorcién y accion que dificultan el adecuado manejo en la administracion. ElI aumento de la
glucosa no inhibe la lipdlisis, eleva los acidos grasos y el glicerol en el plasma (Gonzalez y col.
1999; Calvo y col., 2005).Por lo que, la falta de administracion de insulina durante la etapa
nocturna, impide que se cubran las necesidades que demanda el aumento de la glucosa,
ocasionando que en ausencia de insulina, aumenta la lipdlisis.

En la Fig. 20B, se observa que al administrar el EH, no hay una diferencia significativa con
respecto al lote STZ/I.lI, como se menciond anteriormente, hay una variabilidad de absorcion,
ocasionando que la disminucion de las concentraciones de colesterol no sea significativa, sin
embargo se observa que al comparar los lotes STZ y STZ/I.I/EH, en el lote STZ/I.I/EH disminuyen
las concentraciones de colesterol, corroborando que los niveles de colesterol disminuyen en
presencia de taninos, cuyos componentes se encuentran en el EH.

En la Fig. 28B se observa la diferencia significativa que hay en el lote STZ/I.R asi como en
el lote STZ/I1.R/EH con respecto al grupo STZ, sin embargo el lote STZ/I.R/EH de concentracion
152 mg/dL no presenta diferencia con respecto al lote STZ/EH (158.5 mg/dL), lo que sugiere que el
EH funciona por si solo en la disminucién de colesterol, pero no tiene mayor efecto al administrar
con L.R. La insulina rapida, tiene un efecto rapido y corto, logra disminuir las concentraciones de
colesterol.

En los lotes administrados con AG ®-3 (Fig.35B) no hay diferencia significativa con
respecto a los lotes control (C y C/AG ®-3).

Las concentraciones de colesterol en una DM suelen estar elevados, ya que la lipdlisis esta
aumentada cuando hay ausencia de insulina. Asi como se observa en la Figura 35B, sin embargo al
administrar los AG ®-3 hay una disminucién sobre las concentraciones de colesterol durante las
semanas de tratamiento. Este efecto producido por los AG ®-3 se debe a que una proteina conocida
como Receptor Activado de la Proliferacion de Peroxisomas (PPAR) participa en la regulacién que
se expresa en los hepatocitos, cardiomiocitos y otros, esta proteina es requerida para que los acidos
grasos expresen su funcion en los procesos genéticos y participa en una extensa red de genes que
regulan el metabolismo de lipidos y en la diferenciacion de los adipocitos (Coronado y col., 2006).

V1.1.3. Triacilglicéridos

En la DML1 las concentraciones de triacilglicéridos se elevan debido a que la deficiencia de insulina,
en el tejido adiposo, no tiene lugar la lipdlisis y como consecuencia se elevan los acidos grasos y
glicerol en el plasma. Los acidos grasos se utilizan en el masculo para la produccion de energia,
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mientras que en el higado se utilizan para la sintesis de cuerpos cetonicos, con lo aparece cetosis y
cetonuria. Ademas se puede de producir un acimulo de triacilglicéridos en el higado (Gonzalez y
col., 1999). De acuerdo a lo anterior, la elevacion de los triacilglicéridos es por la ausencia de
insulina, como se observa en la Figura 15 el lote STZ, presenta una elevacion en las
concentraciones de triacilglicéridos mayor a diferencia de los lotes C, C/EH y STZ/EH, esta
respuesta puede ser consecuencia de la hiperglucemia (Elberry y col., 2011).

Los lotes Control (C y C/EH), presentan una tendencia similar en las concentraciones de
triacilglicéridos. Lo que indica que al administrar el EH en individuos sanos, no causa una
disminucién en las concentraciones de triacilglicéridos, sin embargo el lote STZ/EH presenta una
disminucién similar a los lotes control, lo que indica que la actividad del EH puede ser el resultado
de varios flavonoides que posiblemente estén presentes y ayudan a disminuir los niveles de
colesterol y triacilglicéridos en la sangre mediante una modulacion de su metabolismo y una mayor
excrecion del mismo. Este efecto es provocado por el incremento de la actividad de enzimas de
lecitina colesterol aciltransferasa (LCAT), enzima presente en la superficie de lipoproteinas de alta
densidad (HDL) (Gonzélez-Lavaut y col., 2007).

En la Fig. 22 se muestra las concentraciones de triacilglicéridos de los lotes tratados con .1
y se observa que durante el seguimiento (Fig. 22A) los lotes STZ/1.1, STZ/EH/I.1, presentan una
tendencia similar en la concentracion de triacilglicéridos (entre 70-150 mg/dL).

Al finalizar el tratamiento los lotes tratados con STZ/I.I y STZ/I.I/EH presentaron una
disminucion de triacilglicéridos, ya que la administracion de 1.1 tiene una respuesta sobre los efectos
en los pardmetros bioquimicos como lo son los triacilglicéridos. Esta respuesta nos sugiere que la 1.1
responde adecuadamente, ya que inhibe la lip6lisis en el tejido adiposo, posiblemente por activacion
de la fosdodiesterasa, que hidroliza el AMP ciclico. Esta inhibicion disminuye la liberacion de
glicerol y acidos grasos. Por el contrario, la insulina estimula la sintesis de acidos grasos y
triacilglicéridos en el tejido adiposo y el higado (Gonzalez y col., 1999), sin embargo al administrar
del EH no ejerce un efecto potenciador sobre la disminucién en las concentraciones de
triacilglicéridos.

Por otra parte en la Fig. 29, los lotes administrados con I.R (STZ/I.R y STZ/I.R/EH) se
encuentran con concentraciones de triacilglicéridos menores que el lote STZ, lo que indica que la
insulina influye en la inhibicidn de la lipolisis como consecuencia de la regulacion de la glicemia en
individuos diabéticos. El lote STZ/I.R/EH presenta una tendencia similar al lote STZ/I.R, por lo
tanto no hay un efecto potenciador sobre la disminucion de las concentraciones de triacilglicéridos.

La composicion del EH, como son los flavonoides actian como potentes quelantes de
metales, forman complejos con los radicales libre y como antioxidantes que rompen cadena, es
decir, que finalizan la cadena de formaciéon de especies pro-oxidantes mediante la donacion o
aceptacion tanto de un atomo de hidrégeno como un electron, sin embargo las funciones que ejerce
no disminuye significativamente sobre las concentraciones de triacilglicéridos. Probablemente a que
las cantidades en las que se encuentra cada uno de los componentes del EH no son lo suficientes
para generar un impacto mayor (Tenorio y col., 2006).
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En la Fig. 36B se observa que hay una diferencia significativa entre los lotes C/AG ®-3 Yy
STZ/AG ®-3, si bien se conoce acerca de los beneficios que tienen los AG ®-3, ya son agonistas
débiles del receptor (PPAR), cuando se comparan con agonistas farmacoldgicos, los AG ®-3 tienen
efecto significativo en la sensibilidad a la insulina en varios tejidos sobre todo del mdsculo
esquelético.

Los efectos de los receptores PPAR en el metabolismo van desde la proliferacion
peroxisomal, la oxidacion aumentada de acidos grasos y la disminucion de niveles de
triacilgliceroles plasmaticos.

VI1.1.4. Transaminasas (TGO y TGP)

En diabetes las concentraciones de transaminasas se encuentran elevadas por una posible
inflamacion del higado.

La Fig. 16 se muestran las concentraciones de TGO y TGP al final del tratamiento de los
lotes C, C/EH, STZ y STZ/EH. El lote C/EH tiene un aumento significativo en la determinacion de
TGO comparado con el lote C, por lo que nos indica una posible alteracion en las enzimas cardiacas
o del musculo esquelético.

El lote STZ muestra concentraciones elevadas de transaminasas con respecto a su control.
En diabetes las concentraciones de transaminasas se encuentran elevadas por una posible
inflamacidn del higado. El lote STZ/EH tiene valores altos de transaminasas por lo que el EH no
favorece en la disminucion de los niveles de las enzimas (TGO y TGP).

Para explicar la elevacion de éstos pardmetros se menciona lo siguiente: El higado es
considerado como el 6rgano metabdlico central del cuerpo, mantiene la homeostasis de la glucosa y
los lipidos. Las enzimas TGO y TGP estan asociadas directamente con la conversion de
aminoacidos a cetoacidos, el aumento de éstas enzimas indican una disfuncion hepatica (Ohgo y
col., 2008) o podrian ser predictores significativos del sindrome metabolico y/o acumulacion de
grasa visceral (Ohgo y col., 2008).

Para los lotes con STZ/I.R./EH (Fig. 30) se observa que los parametros de TGP y TGP
presentan una elevacion, corroborando que hay posibilidad de dafio hepatico, Cuando existen
cambios en la concentracion de glucosa y la insulina en la sangre, estas concentraciones reflejan las
anormalidades en funcion de las células B (Szkudelski, 2001).

La insulina de accidn rapida comienza su efecto dentro de los primeros 15 min y un efecto
méaximo de 30-70 min (Flérez, 2008), por tanto cuando la insulina se administra disminuye la
gluconeogénesis aumentando la replicacion del DNA y la sintesis de proteinas (Chauhan y Singh,
2010).

El EH genera efectos sobre la concentracion de los parametros bioquimicos e histoldgicos,
sin embargo no actGa como un potenciador de la accion de I.R. Posiblemente esta disminucion se
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ejercida por los flavonoides, ya que retiran oxigeno reactivo especialmente en forma de aniones
superdxidos, radicales hidroxilos, perdxidos lipidicos o hidroperéxidos, éstos bloquean la accion
letal de dichas sustancias sobre las células. Sus efectos citoprotectores son, por ejemplo,
fibroblastos de la piel humana, queratinocitos, células endoteliales y ganglios sensoriales cultivados
en presencia de sulfoxina-butionina, un inhibidor irreversible de la glutationsintetasa. Diversos
flavonoides han mostrado su eficiencia para eliminar los procesos de peroxidacion lipidica del &cido
linoleico o de los fosfolipidos de las membranas, la peroxidacion de los glébulos rojos o la
autooxidacion de los homogeneizados de cerebro. Asimismo, se ha comprobado su potente
capacidad de inhibir in vitro la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) por los
macrofagos y reducir la citotoxicidad de las LDL oxidadas (Flores y col., 2002).

De manera natural al consumir los flavonoides (contenidos en distintos frutos) la
biotransformacién de los flavonoides se lleva a cabo en el higado (exponen grupos polares) y en el
colon (degrada los flavonoides no absorbidos) que son conjugados con glicina, acido glucorénico y
sulfatos (Escamilla y col., 2009). La ruta por la cual se metabolizaron; pues si un flavonoide sélo es
glucorinado se excreta por via renal (como la catequina), pero si es metilado y sulfatado sera
excretado por la via hepética (como la quercetina) (Escamilla y col., 2009). Los Flavonoides poseen
propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, antialérgicas, hepatoprotectoras, antitromboticas,
antivirales y anticarcinogénicos (Tenorio y col., 2006).

La combinacion de propiedades antioxidantes, antiagregantes plaquetarios y vasodilatores.
La quercetina como metabolitos metilados de ésta, ejercen efectos antihipertensivos y reducen la
hipertrofia del ventriculo izquierdo, la disfuncién endotelial y mejoran el estatus oxidativo
plasmatico y hepético (Tenorio y col., 2006).

En la Figura 37 se muestra que el efecto de los AG ®-3 tiene una tendencia similar con
respecto al lote C, los AG ®-3 es un suplemento alimenticio que posee efectos sobre las células
inflamatorias, parecen estar mediados por o al menos asociados con cambios en la composicion de
acidos grasos de las membranas celulares. Los cambios en estas composiciones puede modificar la
fluidez de la membrana, la formacion de balsas de lipidos, la sefializacion celular que conduce a la
expresion de genes alterados, y el patron de lipidos y la produccion de mediadores peptidicos.

VI1.1.5. Bilirrubinas (BD y BT)

En la Figura 17, se muestran las concentraciones de lotes control (C y C/EH), tomando
como referencia la elevacién de absorcion del lote STZ es mayor, partiendo de que presenta dafio a
nivel hepatico, la STZ genera especies reactivas, las cuales generan dafio en las células hepaticas.
Las alteraciones en la produccion de la bilirrubina, en la captacién o la conjugacion provocan
elevaciones de los niveles séricos de bilirrubina no conjugada (BI); mientras que las alteraciones en
la excrecién biliar cursan con elevaciones de la bilirrubina conjugada (BD) y permiten que la
bilirrubina pueda pasar a la orina (urobilin6geno).

Las hiperbilirrubinemias son trastornos que pueden cursar con un sindrome ictérico. La
elevacion de la bilirrubina depende de la Bl o BD.
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El lote C/EH presenta una concentracion menor de BD, lo que probablemente este lote no
presente un trastorno, ya que el EH no ejerce un efecto sobre individuos sanos. El lote STZ presenta
una elevacion significativa en BD, lo que cursa de un cuadro similar al caso anterior.

Por otra parte el lote STZ/EH, presenta valores altos en BT (Tabla 12) lo que sugiere un
trastorno prehepético, lo que probablemente es debido a una destruccion de eritrocitos, ya que el EH
contiene saponinas, y éstas presumen de una actividad hemolitica, de acuerdo a su estructura, sin
embargo, cuando la administracion es por via oral su toxicidad disminuye (Kuklinski, 2003),

El lote STZ/I.R/EH tiene una concentracion de BT de 0.07 mg/dL es similar al lote control,
lo que indicaria que ejerce un efecto al administrar I.R. La insulina no es capaz de contrarrestar los
dafios ocasionados por la administracion de STZ, sin embargo es capaz de reducir las
complicaciones que se generan en una diabetes.

El lote C/AG ®-3 comparado con los datos de transaminasas y bilirrubinas (Figuras 37 y
38) se encuentran elevados, con dafio a nivel renal y hepéatico, puesto que se observa una
degeneracion albuminosa en ambos 6rganos. Lo que implica que el suplemento no modifica la
concentracion de glucosa, colesterol y triacilglicéridos; sin embargo puede generar posibles efectos,
considerando que se trata de individuos sanos.

La glucosa circulante en exceso, provoca dafio en 6rganos vitales (higado, pancreas y
rifidn), tal como se muestra en la figura 15, donde se observa una degeneracion albuminosa en
higado y rifion, al administrar el suplemento, éste detiene el dafio como se observa en el lote STZ.

El efecto especifico de los AG ®-3 es probable a nivel de la liberacion de insulina de los
islotes. Los efectos metabolicos de la insulina y el nimero de receptores de insulina se redujeron en
los adipocitos del grupo con AG »-3, el aumento de la sensibilidad supone que ocurre en los
musculos y / o del higado (Fickova y col., 2007).

La ingestion de EPA y DHA conduce a la 1) disminucion de produccion de los metabolitos
de la prostaglandina E2, 2) disminucion de las concentraciones de tromboxano A2, un agregador de
plaquetas y la vasoconstriccion potente Tor-, 3) disminucidon en la formacion de leucotrieno B4, un
inductor de la inflamaci6n - informacion y un inductor potente de la quimiotaxis de leucocitos 4)
aumento de las concentraciones de tromboxano A3, la debilidad de placa que agregador y
vasoconstrictor, 5) aumento de las concentraciones de PGI3 prostaciclina, y 6) aumento de las
concentraciones de leucotrieno B5, un inductor débil de la inflamacion y el agente quimiotactico
(Simopoulos, 2006).

V1.1.6. Histologia de los 6rganos higado, rifibn y pancreas

Al término del tratamiento, se realiz6 la extraccién de algunos érganos para analizar el
impacto que se ejerce al administrar tanto las insulinas rapida e intermedia como el EH. Se observo
gue no hubo efectos en los lotes control, como se observa en la Figura 18. Por otra parte se observa
que los lotes tratados con STZ, presentaron algunas patologias como degeneracion albuminosa

89



(higado) y atrofia y necrosis (pancreas), estas lesiones son esclerosis glomerular (rifion). La
degeneracion albuminosa se debe a que la célula que se encuentra limitada en su aporte de oxigeno,
ocurre un bloqueo de la fosforilacion oxidativa. Por tanto los niveles intracelulares de ATP
descienden rapidamente, ademas como el ATP existente se agota, se incrementa el nivel de fosforo
inorganico (Pi). Estos cambios activan la glucolisis anaerdbica, como una fuente alterna al proceso
de produccién de energia, por tanto se reducen los niveles de glucégeno celular.

Por otra parte la necrosis y atrofia son lesiones a nivel celular que pueden ser mortales en
los tejidos de un individuo (necrosis), ademas de que se acompafa de alteraciones bioquimicas y
estructurales que son irreversibles (Figura 18). Por otra parte, la atrofia es la disminucién en el
tamafio de un tejido o un 6rgano causado por la reduccién de citoplasma y en nimero de organelos
citoplasmaéticos (Parakrama y Clive, 1994), estos dafios son ocasionados por la STZ ya que es una
sustancia citotoxica que actla a nivel celular, ademas de que actla en la membrana celular.

Tanto en la administracion de I.I (Figura 25) como I.R (Figura 32), las insulinas no son

capaces de regenerar el dafio en los érganos sin embargo apoyan en reducir las complicaciones
generadas por esos dafios.
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VII. CONCLUSIONES

La Estreptozotocina ha demostrado ser un agente eficaz en la induccién de la Diabetes, ya a que la
concentracion utilizada (60 mg/dL) se gener6é un modelo experimental de Diabetes Mellitus Tipo 1,
ya a que a las 48 horas posteriores a la administracion, se elevé drasticamente la concentracion de
glucosa (300 mg/dL), cabe mencionar que la administracion de Estreptozotocina también dependera
de la sensibilidad segun la especie animal, el sexo, la edad y el estado nutricional (Balibrea y Diaz,
2007). Se conoce que a una Unica dosis de Estreptozotocina puede inducir diabetes debido a su
efecto toxico. Durante el tratamiento se observd un incremento de la concentracién de glucosa
manteniéndose constante, asi como la elevaciébn de otros pardmetros como colesterol,
triacilglicéridos, transaminasas, bilirrubinas y un dafio en los érganos evaluados (higado, rifion y
pancreas), complicaciones caracteristicas de la diabetes.

El Extracto Herbolario no presentd efectos benéficos sobre todos los parametros evaluados
(fisiologicos, nutricionales, bioquimicos, enzimaticos y analisis histopatoldgicos), tanto en
individuos sanos como en individuos diabéticos, sin embargo, se observd una disminucion
significativa sobre las concentraciones de colesterol y triacilglicéridos en individuos diabéticos. Lo
que sugiere que posiblemente alguno de los componentes contenidos en el Extracto Herbolario,
como lo son los taninos, fitoesteroles y terpenos, pudieran ejercer tal efecto. En este sentido se
requiere de investigaciones futuras que deben establecer cual o cuales son los componentes
especificos que logran la disminucion de colesterol y triacilglicéridos.

El efecto del Extracto Herbolario con tratamiento de Insulina de Accion Intermedia no
presentd una disminucién en los pardmetros bioquimicos evaluados, lo que sugiere que el extracto
Herbolario no ejerce un efecto benéfico, ya que se observa que en la determinacion de perfil
hepético (transaminasas y bilirrubinas) hay un incremento en éstos parametros, siendo asi un
posible efecto adverso del Extracto Herbolario.

Por otra parte, la administracion de Insulina de Accidén Rapida junto con el Extracto
Herbolario, presentd una disminucion de la concentracion de glucosa, transaminasas (TGO y TGP)
y Bilirrubinas (BD y BT). Estos efectos pudieran estar relacionados con su actividad antioxidante,
asociada a las saponinas, taninos y flavonoides, o bien que estos componentes pudieran trabajar a
nivel receptor. Tedricamente conocemos que algunos componentes como los taninos, las saponinas,
flavonoides y fitoesteroles pueden intervenir en la disminucidn de ciertos parametros bioquimicos y
estan relacionados con algunas rutas metabolicas, también se conoce que su accion puede depender
de la via en que sean administrados. Siguiendo lo anterior, se observé que la accion o efecto del
Extracto Herbolario depende del tipo de insulina que se utilice, ademas de que en proximas
investigaciones sea conveniente considerar la via de administracion y la forma farmacéutica.

La administracion con acidos grasoso Omega 3, sugieren un efecto benéfico sobre los
parametros bioquimicos y enzimaticos, por lo que en investigaciones mas avanzadas, permita la
aplicacion como complemento en el tratamiento y/o prevencion de patologias como la Diabetes
Mellitus.
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VIIl. GLOSARIO

Cetoacidosis: Acidosis acompafiada de acumulacién de cetonas en el organismo como resultado de
un metabolismo defectuoso de los carbohidratos. Se produce principalmente como compilacién de
la Diabetes Mellitus, y se caracteriza por el olor afrutado de la acetona en el aliento, confusion
mental, disnea, nausea, vomitos, deshidratacion, pérdida de peso y si no se trata, coma.

Citolisis: Destruccion o ruptura de una célula viva, fundamentalmente por la desintegracion de su
membrana plasmatica.

Colecistoquinina: Hormona secretada por la mucosa de las primeras porciones del intestino que
estimula la contraccion de la vesicula biliar y la secrecion de enzimas pancreéticas.

Etnobotanico: Estudio de las relaciones entre los seres humanos y los vegetales. Su principal
objetivo son los conocimientos sobre plantas y sus utilidades en la cultura popular tradicional.

Euglucémico: Proporcién normal de glucosa en sangre.

Exocitosis: 1 Liberacion por parte de una célula de particulas que son demasiado grandes. 2
Agregacion de leucocitos migratoria en la epidermis como parte de una respuesta inflamatoria.

Flavonoides: Se encuentran en estado libre como heterosidico, constituyen del grupo mas amplio
de los fenoles naturales. Se conocen méas de 2000 de éstos compuestos y solo 500 se encuentran en
estado libre.

Gastrina: Hormona polipeptidica segregada por la mucosa pilérica que estimula el flujo de jugo
gastrico y contribuye a estimular la secrecién de bilis y de enzimas pancreaticas.

Glucogendlisis: Descomposicion del glucégeno en glucosa.

Gluconeogénesis: Formacion de glucégeno a partir de acidos grasos y proteinas, en lugar de
carbohidratos.

HLA: Proteinas de la superficie celular, producidas por los loci de histocompatibilidad, implicadas
en la aceptacion o en el rechazo de injertos y de trasplantes de tejidos y de 6rganos.

Homeostasia: Equilibrio relativo en el medio interno del cuerpo, manteniendo de manera natural
mediante respuestas adaptativas que promueven la conservacion de la salud. Diversos mecanismos
sensoriales, de retroalimentacién y de control actGan para mantener este estado constante. Algunas
de las funciones contraladas por mecanismos homeostaticos son los latidos cardiacos, la
hematopoyesis, la tension arterial, la temperatura corporal, el equilibrio electrolitico, la respiracion
y la secrecion glandular.

Insulinopenia: Deficiencia de Insulina en el pancreas.
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Polidipsia: Sed excesiva; hidromania; anadipsia.

Polifagia: Hambre voraz o excesiva.

Taninos: Sustancia detectable cualitativamente mediante un ensayo de curtido y se determina
cuantitativamente por su absorcion sobre un polvo de piel estandar. La mayoria de los taninos

verdaderos poseen pesos moleculares de 1000 a 5000 aproximadamente, Derivan de un nimero
importante de grupos fendlicos.
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