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RESUMEN

La diabetes mellitus es una enfermedad crénico degerativa cuya prevalencia se ha
incrementado en forma alarmante, convirtiéndose en una epidemia mundial.
Actualmente existen diversos tratamientos farmacoldégicos para este padecimiento,
con diferentes mecanismos de accién, que corrigen la hiperglucemia actuando sobre
uno o mas de los trastornos fisiopatolégicos de la enfermedad.

Sin embargo, el 70 al 80 % de la poblacién de los paises en vias de desarrollo utiliza la
medicina tradicional como alternativa terapéutica, ya sea por que la consideran mas
natural y con menos efectos adversos o porque es la Unica alternativa que tienen a su
alcance. Por lo anterior necesario realizar estudios cientificos controlados que
demuestren su efectividad y la ausencia de efectos adversos graves.

Se ha reportado que 500 especies de plantas son utilizadas empiricamente para el
control de la diabetes mellitus, entre ellas se encuentra Equisetum myriochaetum,
comunmente conocida como “cola de caballo”.

El efecto hipoglucemiante de E. myriochaetum ha sido demostrado en estudios agudos
con modelos animales y en pacientes con diabetes mellitus de reciente diagndstico,
pero no existen reportes del efecto de su administraciéon durante la gestacién ni sobre
la descendencia, y en particular, el desarrollo del pancreas de los fetos de las madres
diabéticas.

Con el objetivo de demostrar el efecto de la administracién diaria del extracto
butanélico de E. myriochaetum, a partir del quinto dia de gestacion y durante 17 dias,
en el desarrollo embrionario y sobre la estructura y presencia de anticuerpos anti-
insulina en el pancreas fetal de la descendencia, se utilizaron 28 ratas Sprague-Dawley
gestantes. El quinto dia de gestacion 14 ratas se inyectaron intraperitonealmente (ip)
con una dosis Unica de 50 mg/kg de STZ en amortiguador de acetatos 0.1M pH de 4.3
y 14 ratas se inyectaron (ip) con una dosis Unica de amortiguador. Se formaron 4
lotes, D: 7 ratas gestantes diabéticas a las que se les administr6é diariamente 1 ml de
solucién salina; DE: 7 ratas gestantes diabéticas a las que se les administré una dosis
diaria de 6.0 mg/kg de extracto butandlico de E. myriochaetum diluido en 1 ml de
solucién salina; ND: 7 ratas gestantes no diabéticas a las cuales se les administro
diariamente 1 ml de solucion salina. NDE: 7 ratas gestantes no diabéticas a las cuales
se les administré diariamente una dosis de 6.0 mg/kg del extracto butandlico de E.
myriochaetum diluido en 1 ml de solucién salina. Se determinaron los niveles de
glucosa de las madres el dia 8 y 21 de gestacién y se pesaron cada tercer dia. El dia 21
de gestacidn todas las ratas fueron sacrificadas y se determiné el nimero de fetos,
reabsorciones y malformaciones macroscopicas; se extirp6 y pesé la placenta. Los
fetos se pesaron y midieron; se les extirpé el pancreas, se fijé en formol amortiguado y
se procesaron con técnicas histolégicas (HE) y de inmunohistoquimica (Cocktail
Antiraton-DAKO) para la determinacién de anticuerpos anti-insulina.

Los resultados obtenidos demostraron que la administracién diaria, durante 17dias,
de 6.0 mg/kg del extracto butanolico de E. myriochaetum a ratas Sprague-Dawley
gestantes con diabetes inducida con STZ, no favorece un aumento significativo del
peso en ratas gestantes; no induce malformaciones macroscépicas; reduce el nimero
de reabsorciones y eleva el nimero de fetos vivos al dia 21 de gestacién; no tiene
efecto en el peso placentario de fetos de madres diabéticas; favorece el aumento de



peso y talla de los fetos de madres diabéticas, disminuye el retraso en el desarrollo del
pancreas de fetos de madres diabéticas lo cual se ve reflejado en la organizacién
histolégica del islote pancreatico, que presenta agrupaciones de células endocrinas en
estructuras redondeadas tipo islote, asi como agrupaciones irregulares de gran
tamafo de células endocrinas asociadas al tejido acinar, ductos y vasos sanguineos; y
en la inmunopositividad a insulina en dichas estructuras.



1. ANTECEDENTES

1.1 Diabetes mellitus (DM)

La diabetes mellitus es una enfermedad determinada genéticamente en la que el
sujeto que la padece presenta trastornos metabdlicos que se caracterizan por
hiperglucemia créonica acompafiada de alteraciones en el metabolismo de hidratos de
carbono, grasas y proteinas como consecuencia una deficiencia relativa o absoluta en
la secrecion de insulina y con grados variables de resistencia a ésta (1, 2, 3).

Estudios publicados en 2010 revelan que la prevalencia de diabetes en adultos entre
20 y 79 afios era de 6.4% y afectaba a 285 millones, y se espera que para 2030
aumente a 7.7 % afectando a 439 millones de diabéticos. Entre 2010 y 2030 habra un
incremento del 69% en el nimero de adultos diabéticos en los paises en vias de
desarrollo y s6lo un incremento del 20% en los paises desarrollados (4).

1.1.1 Clasificacion de la diabetes mellitus

La clasificacion de la diabetes mellitus se basa principalmente en la etiologia y
caracteristicas fisiopatolégicas de la enfermedad e incluye la posibilidad de describir
la etapa en la que se encuentra el paciente (3). Gran parte de los casos de diabetes
mellitus pueden clasificarse en dos categorias; la primera de ellas, diabetes mellitus
tipo 1 es autoinmune y se caracteriza por una deficiencia absoluta de la secrecién de
insulina, mientras que en la segunda categoria, diabetes mellitus tipo 2 presenta
resistencia a la accion de la insulina y deficiencia en la secrecion de la misma.

El grado de hiperglucemia puede cambiar con el tiempo y depende de la evolucién de
la enfermedad (Tablal). El progreso de la diabetes mellitus puede causar glucemia
alterada en ayuno (IFG) y/o alteraciones en el metabolismo de la glucosa (IGT) sin
cumplir con los criterios para el diagnoéstico de diabetes: en algunos individuos
diabéticos el control de la glucemia puede lograrse reduciendo peso, ejercitindose y/o
con la administraciéon hipoglucemiantes. Por lo tanto, estos individuos no requieren
insulina (NIR); otros pacientes presentan insuficiente secreciéon de insulina, por lo
tanto requieren de insulina exdgena para un control adecuado de la glucemia (DM-
IRC), mientras que los pacientes con destruccién de células 3 requieren de insulina
para sobrevivir (DM-IRS) (3).



Tabla 1. Tipos etiolégicos de la diabetes (6).

Etapa |Normo-glucemia [Hiperglucemia
Regulacion Glucosa de ayuno |[Diabetes mellitus
Tipo glourcnoli\ dela ?rittzli:g;n(c(i;:gao Sin requerimiento de insulinalRequerimiento de insulina Requiere insulina para
Jucosa (ITG) (NIR) para control (DM-IRC) sobrevivir (DM-IRS)
DM1 ‘———____—____—_____________>
DM2
Otros tipos >
Diabetes
gestacional‘ __-________________>

1.1.2 Diabetes mellitus tipo 1

Este tipo de diabetes afecta entre el 5 y 10% de la poblacion diabética total y es
ocasionada por la destrucciéon autoinmune de las células  pancreaticas, que conlleva
a una deficiencia absoluta de insulina.

La diabetes mellitus tipo 1 se asocia también a alelos polimérficos de los genes DQA 'y
DQB del sistema HLA.

La diabetes mellitus tipo 1 se subdivide en dos categorias:

- Diabetes mellitus mediada por inmunidad. Esta forma de diabetes aparece como
resultado de la destruccién autoinmune de las células 3 pancreaticas. Los marcadores
de destruccién autoinmune incluyen anticuerpos anti-insulina, anticuerpos anti
descarboxilasa del acido glutamico (GAD65), anticuerpos anticélulas de islotes,
anticuerpos tirosina fosfatasa IA-2 y 1A-2 3; algunas enfermedades autoinmunes como
la enfermedad de Graves, la tiroiditis de Hashimoto y la enfermedad de Addison, estan
asociadas a este tipo de diabetes (5, 6).

En esta forma de diabetes la tasa de destruccién de las células § es muy variable; es
rapida en algunos pacientes, principalmente nifios y adolescentes en quienes las
primeras manifestaciones clinicas se presentan cuando la funcién de la célula 3 se ha
perdido en un alto grado por lo cual es necesaria la insulinoterapia; y muestran
cetoacidosis y leve hiperglucemia que rapidamente se puede cambiar a hiperglucemia
severa; y lenta en otros, generalmente adultos que pueden mantener la funcién de las
células 3 residuales lo suficiente para prevenir cetoacidosis durante algunos afos,
pero eventualmente requieren insulina exégena para sobrevivir (2).



- Diabetes mellitus idiopdtica. Este tipo de diabetes es de etiologia no conocida.
Algunos de los pacientes con este tipo de diabetes pueden padecer de insulinopenia
permanente y ser propensos a presentar cetoacidosis o episodios de cetoacidosis y
grados variables de deficiencia de insulina entre episodios, pero no presentan
autoinmunidad: este tipo de diabetes es heredada y se presenta con mayor frecuencia
en poblaciones africanas y asiaticas (5).

1.1.3 Diabetes mellitus tipo 2

Esta forma de diabetes afecta entre el 90 y 95% de la poblacién diabética mundial (6).
Los pacientes con este padecimiento presentan resistencia a la insulina y deficiencia
de insulina; estos individuos eventualmente necesitaran tratamiento de insulina para
mantener niveles de glucosa controlados.

La mayoria de los pacientes con este tipo de diabetes son obesos, condicién que
ocasiona cierto grado de resistencia a la insulina. Rara vez se produce cetoacidosis.

En este tipo de diabetes la hiperglucemia se desarrolla gradualmente, por lo que con
frecuencia la enfermedad no se diagnostica en las primeras etapas; sin embargo, estos
pacientes son propensos a desarrollar complicaciones macrovasculares y
microvasculares.

El riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 aumenta con la edad, la obesidad y la falta de
actividad fisica; y aumenta considerablemente en individuos cuyos familiares de
primer orden presentan la enfermedad, asi como en mujeres con antecedentes de
diabetes gestacional. Esta enfermedad presenta predisposicion genética, la cual
depende del grupo étnico al que se pertenezca, se ha reportado que la diabetes tipo 2
es considerada epidemia entre los aborigenes de Australia y grupos de indios nativos
Pima en Norteamérica (7, 8)

1.1.4 Otros tipos especificos de diabetes

Defectos genéticos en la célula B. Diversas formas de diabetes estan asociadas con
defectos monogenéticos en la funcién de la célula B. Estas formas de diabetes se
caracterizan por la aparicion de hiperglucemia a edad temprana, generalmente antes
de los 25 anos, dichos individuos se conocen como MODY (maturity onset diabetes of
the young, diabetes del adulto de inicio en la juventud) y se caracterizan por la
alteracion en la secrecion de insulina con minimo o ningin defecto en la accién de
ésta. Esta condicidn se hereda de forma autosémica dominante.

En la actualidad se han identificado diversos defectos genéticos especificos en
diferentes cromosomas y las formas mas comunes se asocian a defectos en el factor de
transcripciéon hepatico denominado factor nuclear de hepatocitos 1la (HNF-1a)



(MODY3), factor nuclear de hepatocitos 4a (HNF-4a) (MODY1), factor 1 promotor de
la insulina (IPF1) (MODY4) y factor nuclear de hepatocitos 33 (HNF-3(3) (MODY5).

Una segunda forma de la enfermedad se asocia con mutaciones en el cromosoma 7p
para el gen de la glucocinasa que dan como resultado una molécula de glucocinasa
defectuosa. La glucocinasa convierte la glucosa a glucosa-6-fosfato, que a su vez
estimula la secrecién de insulina en la célula 3; debido al defecto en la molécula de la
glucocinasa se incrementan los niveles plasmaticos de glucosa para obtener niveles de
insulina normales (MODY2).

Mutaciones puntuales en el DNA mitocondrial estdn asociadas con el desarrollo de la
enfermedad, la mas comun de estas mutaciones ocurre en la posicion 3243 del gen de
la leucina, que trascribe una Leu a una Ala (A-G), provocando diabetes mellitus
asociada a sordera.

Algunas anomalias genéticas estan relacionadas a la incapacidad de convertir la
proinsulina a insulina con el subsiguiente desarrollo de una leve intolerancia a la
glucosa, la cual se hereda en forma autosémica dominante. La producciéon de
moléculas de insulina de estructura anormal también ha sido identificada en algunos
individuos, y ocasiona alteraciones en la unién de la insulina a su receptor, los
pacientes afectados muestran metabolismo de la glucosa normal o levemente alterado
pero con concentraciones circundantes elevadas de insulina o del péptido C.

Algunas enfermedades del pancreas exocrino, por ejemplo la pancreatopatia
fibrocalculosa, también denominada diabetes relacionada con desnutricién, pueden
estar relacionadas con el desarrollo de diabetes mellitus. La diabetes mellitus se
puede desarrollar también como consecuencia de padecimientos como pancreatitis,
enfermedad neoplasica del pancreas, fibrosis quistica, hemocromatosis y con
pancreatectomia.

La exposicion a diversos farmacos o sustancias quimicas estan asociadas al desarrollo
de diabetes, entre éstos se encuentran glucocorticoides, acido nicotinico, diazéxido,
fenitoina y pentamidina (Anexo 11.1).

1.1.5 Diabetes mellitus gestacional (DMG)

La diabetes mellitus gestacional se define como cualquier grado de intolerancia a la
glucosa cuyo reconocimiento se presente durante el embarazo; este diagndstico se
aplica independientemente si se requiere o no insulina, si las anormalidades
contintan al finalizar el embarazo y no excluye la posibilidad de que dichas
alteraciones se hayan presentado antes de la gestacién (9, 10).

A nivel mundial aproximadamente el 7% de los embarazos se complican con diabetes
gestacional pero la incidencia de éstos varia en un rango del 1 al 14%, de acuerdo con



la poblacién de estudio y los criterios de diagnéstico. En México entre el 9.2 y el 13%
de las mujeres embarazadas desarrollan diabetes gestacional (11).

1.2 Prevalencia de diabetes

La diabetes mellitus es considerada una epidemia mundial. Estudios recientes indican
que en el 2010 la prevalencia de diabetes en adultos entre 20 y 79 afos era del 6.4%,
afectando a 285 millones y se prevee aumentara a 7.7 % para 2030, por lo que habra
439 millones de diabéticos. Entre 2010 y 2030 habra un incremento del 69% en el
numero de adultos diabéticos en los paises en vias de desarrollo y solo un incremento
del 20% en los paises desarrollados, en los paises en vias de desarrollo el incremento
en el nimero de individuos diabéticos sera en todos los grupos de edad, duplicandose
en los individuos mayores de 60 anos en contraste en los paises desarrollados solo
habra un incremento del 38% que se espera sélo sea en los individuos mayores de 60
afios, con ligera disminucién en los grupos de menor edad (6).

Actualmente el mayor nimero de pacientes con diabetes es el grupo de 40-59 afios
pero para el 2030 habrd mas individuos con diabetes en el grupo de 60-79 afios. El
incremento en la prediccion en el nimero de pacientes con diabetes de 2010 a 2030
es de 54% con un crecimiento anual de 2.2% (6).

En la actualidad se sabe que la diabetes y las complicaciones derivadas de ésta son
causantes de por lo menos 2.1% de muertes en paises de mediano ingreso y de 2.8 en
paises de altos ingresos (12), la diabetes incrementa considerablemente el riesgo de
presentar cardiopatias, enfermedades cerebro-vasculares, insuficiencia renal, y es la
causa mas frecuente de ceguera y amputacion de miembros inferiores de origen no
traumatico (13, 14, 15).

En México, hasta la década de 1940 la diabetes mellitus era considerada una
enfermedad poco frecuente al posicionarse como la 202. causa de mortalidad con una
tasa de 4.2 por cada 100 000 habitantes. Los fendmenos migratorios y con ello la
modificacion acelerada de patrones de dieta, estilo de vida y actividad fisica, aunado a
la susceptibilidad genética, impacté de forma importante en la prevalencia de
sobrepeso y obesidad, aumentando los indices de prevalencia de diabetes mellitus
(14). A partir de la década de 1970 la incidencia de la diabetes mellitus aumenté
considerablemente al ocupar el 152 lugar como causa de muerte, hacia 1980 alcanz6
el 92 lugar, en 1990 ocup6 en el 42 lugar y a partir del 2000 fue considerada la primera
causa de muerte en mujeres y la segunda en hombres (13, 16). En 2010, en México,
tenia el 10° lugar con 6.8 millones de adultos diabéticos con edades entre 20 y 79 afios
y en 2030 se calcula que serdan 11.9 millones los mexicanos diabéticos, ocupando el 8°
lugar a nivel mundial.

La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2006 (ENSANUT 2006) revelé que la
prevalencia de diabetes mellitus, previamente diagnosticada, era de 7.34% y ésta se
increment6 a 14.42% por el diagndstico realizado durante la encuesta, siendo mayor



la prevalencia en hombres (15.82%) que en mujeres (13.20%) y mayor en la zona
urbana (15.48%) que en la rural (10.39%) (17). La diabetes mellitus es considerada
la principal causa de muerte en México con una tasa de 89.9 por 100,000 habitantes
en mujeres y de 86.1 por 100,000 habitantes en hombres y aproximadamente 71,000
defunciones al afio. Representa un severo problema de salud publica al ser la principal
causa de demanda de atencién médica en consulta externa, una de las principales
causas de hospitalizacion y la enfermedad que consume el mayor porcentaje del gasto
de las instituciones de salud publica (aproximadamente 20%) (14, 18).

1.3 Pancreas

El pancreas es una glandula del aparato digestivo que esta constituida por una parte
exocrina, representada por los ductos y acinos, que sintetizan un gran numero de
enzimas necesarias para la digestion; y de una porcién endocrina, representada por
los islotes de Langerhans, que secretan hormonas esenciales para el metabolismo de
los carbohidratos. Se sitia retroperitonealmente comenzando en la porciéon media del
duodeno y extendiéndose transversalmente por la pared posterior del abdomen hacia
el bazo.

Figura 1. El pancreas se ubica en la porcién media del duodeno y se extiende transversalmente por la
pared posterior del abdomen.

1.3.1 Desarrollo del pancreas

El pancreas embrionario en murinos se forma a partir de una protuberancia ventral y
una protuberancia dorsal en el epitelio del tubo digestivo primitivo (19), las cuales se
fusionan durante la rotacién del estémago y el intestino (Figura 2), el brote
endodérmico dorsal formara gran parte del pancreas (cabeza, cuerpo y cola), mientras
que el brote ventral originara la ap6fisis uncinada y parte de la cabeza del pancreas,
dichos engrosamientos son visibles en el dia E 9.0-9.5.

El desarrollo del pancreas es controlado por sefiales derivadas de estructuras
mesodérmicas que entran en contacto con la regiéon que lo originara. En etapas de
desarrollo temprano, la notocorda se encuentra embebida en el endodermo dando



lugar a un estrecho contacto entre ambos tejidos y la placa neural. En este estado el
endodermo pancreatico dorsal esta cerca de las aortas dorsal y el mesénquima dorsal
y el endodermo pancredtico ventral lateral es adyacente al septum transversum y el
mesodermo cardiaco (20). El esbozo intestinal comienza a formarse, compuesto por
un epitelio de una sola capa de células columnares y recubierto por una gruesa capa
de mesodermo esplacnico a ambos lados, pero ninguno en la cara dorsal; las dos
aortas dorsales se fusionan separando asi la notocorda del endodermo.

El mesénquima empuja por el lado dorsal del intestino y los esbozos del pancreas
dorsal inician su formacién, la protuberancia ventral aparece poco después y se
desarrolla de igual manera que el brote dorsal, aunque lleva un poco mas de tiempo.
El epitelio pancreatico temprano puede considerarse como una ldmina epitelial de
células apicales muy plegada cuya superficie basal es continua con la del tubo
digestivo (21). Alrededor del E 10.5-11.5 el epitelio pancredtico se desarrolla hasta
formar estructuras celulares altamente ramificadas conocidas como acinos y ductos y
las primeras células protoendocrinas positivas a glucagon comienzan a diferenciarse,
observandose como células individuales dispersas, a menudo integradas en los ductos
(22). Entre el E 13.5-14.5 se produce una proliferacién celular masiva de agrupaciones
endocrinas y exocrinas conocida como transicién secundaria en la que los acinos y
ductos se hacen visibles y las células a y especialmente las células § se multiplican; en
las siguientes 24 horas las primeras células 6 comienzan a diferenciarse y hacia el E
18 se presentan las primeras células PP (21, 22).

E9 E10 Ei2
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Pancreas ventral = Duodeno

Figura 2. Desarrollo del pancreas en murinos (19).

Genéticamente la diferenciacién pancredatica esta regulada por diversos factores de
transcripcion e inicia al E 8.5-E9.0 con la activacion de Pdx1 (Homehobox pancreatico
duodenal 1) y Ptfla (factor de transcripcién especifico del pancreas 1a) al E9.5-10 y se
expresan ampliamente en los progenitores de los tres tipos celulares (acinos, ductos e
islotes). La expresion de Pdx1 es detectada inicialmente en las células progenitoras
del pancreas localizadas en el endodermo y en dos regiones ventrolaterales de tubo
digestivo primitivo (23), posteriormente se extiende a la regién que originara el



pancreas, asi como a la region del estémago y duodeno. En estados de desarrollo mas
avanzado Pdx1 comienza a restringir su expresion a la poblacién celular que originara
el tejido endocrino, al E 15.5 la expresion se restringe en su totalidad a las células
precursoras 3 y después del nacimiento la expresién de éste se mantiene en las células
B maduras localizadas en los islotes, asi como en células epiteliales en la parte dorsal
del estdbmago y en la mucosa del duodeno (22, 24). Por el contrario, Ptf1a restringe su
expresion a células acinares a partir de E 16 (20).

Otros factores de transcripcién participan en la diferenciaciéon y proliferaciéon de
células endocrinas, entre ellos Ngn3 cuya expresion comienza en pequefias cantidades
a partir del dia E 10.5 en los progenitores endocrinos del pancreas y se incrementa
drasticamente a la mitad de la embriogénesis para disminuir hacia el nacimiento y
desaparecer después de éste (22, 24), Pax4 se expresa en el pancreas temprano y en
etapas neonatales su expresion se restringe a las células 8 (25), Arx es detectable
alrededor de E 9.5 en el epitelio pancreatico, al E14.5 se expresa en células o y 3
precursoras y posteriormente en células §, mientras que en etapas postnatales se
identifica inicamente en células o y 6 maduras (26) (Figura 3, Tabla 2).
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Figura 3. Factores de transcripcidn que participan en la diferenciacién y desarrollo del pancreas (22).
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Tabla 2. Factores de transcripcion involucrados en el desarrollo pancreatico (27)

Factor Tipo Deteccién Expresién/papel Fenotipos mutantes

Pdx 1 HD 8.5-8.75 Expresado en progenitores pancreaticos | Pdx -/- agenesis ventral y un arresto

multipotentes, requerido para el | en el desarrollo del pancreas dorsal ,
desarrollo del linaje celular B y para el | intolerancia a la glucosa, incremento
mantenimiento 'y crecimiento de | del mecanismo apoptético de células 3
primordios pancreéaticos

Ngn3 bHLH <9.5 Marcador celular progenitor endocrino | Ngn3 -/- ausencia de todas las células

que después de ser expresado en células | endocrinas pancredticas y las células
de los islotes. Requerido para la | enteroendocrinas intestinales,
formacién de todas las células | dismorfogénesis acinar, hiperglucemia
endocrinas y su mantenimiento por una maduracién celular 8 alterada

Ptfla bHLH 8.5-8-75 Expresado en células progenitoras | Ptfla-/- agénesis ventral promueve

multipotentes, promueve el destino | diferenciacién  intestinal, arresta

celular ventral y mantiene el desarrollo | desarrollo ventral y presenta una

acinar disminucién en el desarrollo acinar y
endocrino.

Pax4 HD 9.5 Expresado en progenitores que son | Pax4-/- perdida de células B y §,

restringidos a células B y §, dependiente | expansién de célulasay e
de la expresion de Ngn3. Promueve la
distribucidon del destino celular
Arx HD <9.5 Expresado en células o y PP | Arx-/- pérdida de células «, aumento
dependiente de la expresiéon de Ngn3, | en el nimero de diferenciacién celular
promueve la diferenciacién de células a | By &
y PP y reprime la diferenciacién de la
células By &

MafA Zipper <13.5 Activador especifico de la transcripciéon | MafA-/- no hay desarrollo de un
de del gen de la insulina, expresado | fenotipo pancreatico, desarrollo de
leucina exclusivamente en las células de | intolerancia a glucosa postnatalmente

insulina desde el estado 13.5 en
adelante

Isl1 HD 8.5 Expresado en mesénquima dorsal y en | Isll-/- ausencia de mesenquima

células endocrinas, requerido para el | dorsaly una diferenciacion aletarga de
desarrollo  epitelial 'y endocrino, | pancreas exocrino, falla en al
requerido para el mantenimiento y | diferenciacién endocrina a partir de
apuracion de la segunda ola de | células epiteliales

diferenciaciéon endocrina

1.3.2 Fisiologia del pancreas

El pancreas es considerado un 6rgano doble debido a la organizaciéon y funcién de sus
componentes endocrinos y exocrinos. La mayor parte del pancreas adulto se compone
de tejido exocrino conformado por las células acinares que producen y secretan una
amplia variedad de enzimas, y un epitelio ductal altamente ramificado que transporta
dichas enzimas y bicarbonato hacia el intestino. En menor proporcién se encuentra el
tejido endocrino, el cual consiste en cinco tipos celulares que producen diversas
hormonas que participan en la homeostasis de la glucosa y se organizan en agregados
celulares llamados islotes de Langerhans (28).

1.3.3 Pancreas exocrino
Las células acinares del pancreas elaboran, almacenan y liberan un gran ndmero de
enzimas: amilasa pancreatica, lipasa, ribonuacleasas, desoxirribonucleasas y las

proenzimas tripsinégeno, quimiotripsinégeno, procarboxipeptidasa y elastasa.

La actividad secretora del pancreas actiia en coordinacion directa con el intestino tras
la ingesta de alimentos; la presencia de alimento en el antro gastrico y el paso de los
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productos acidos de la digestién gastrica hacia el duodeno estimulan la liberacién de
dos hormonas intestinales, la secretina y la colecistocinina. La secretina es un
pequefio péptido de 32 aminodcidos que es transportada por la sangre hasta el
pancreas en donde estimula en las células centroacinares que conforman el epitelio de
revestimiento de los conductos pancreaticos mas pequeios la secrecién de gran
volumen de fluido que contiene una elevada concentraciéon de bicarbonato, dicho
fluido sirve para neutralizar el quimo acido proveniente del estbmago y proporciona
un pH éptimo necesario para la actividad enzimatica desencadenada por la accién de
la colecistocinina; el contenido de bicarbonato del jugo pancreatico es secretado con
grandes cantidades de agua (28).

La colecistocinina es una hormona de 33 aminodacidos secretada en la mucosa del
intestino y la parte superior del yeyuno después de la ingesta de alimento; la
colescistocinina es liberada y transportada via sanguinea hasta el pancreas, en donde
se une a receptores especificos de las membranas basolaterales de las células acinares
en las que induce la liberacion de los cimégenos almacenados. Cuando su liberacion es
coordinada con la liberacién de secretina tiene lugar a la secreciéon de un volumen
considerable de jugo gastrico y de bicarbonato necesarios para la digestiéon de los
alimentos.

La regulacion nerviosa de la actividad exocrina del pancreas es mediada por las fibras
parasimpaticas y simpaticas de la glandula. Las fibras vagales hacen sinapsis con las
neuronas colinérgicas que se encuentran en el interior del pancreas y que inervan las
células acinares y las células de los islotes. Los nervios simpaticos postganglionares de
los plexos celiaco y mesentérico superior inervan los vasos sanguineos pancreaticos;
la secrecién del jugo pancreatico es estimulada por la actividad del nervio
parasimpatico e inhibida por la del nervio simpatico (28).

1.3.4 Pancreas endocrino

El pancreas endocrino esta representado por los islotes de Langerhans cuyos
componentes celulares segregan una amplia variedad de hormonas implicadas en el
control de los niveles de glucosa en sangre, fuente principal de energia para el
metabolismo celular en el organismo. En el islote es posible distinguir cinco tipos
celulares (Figura 4, Tabla 3):

Células a—> células productoras de glucagon cuyo efecto es aumentar los niveles de
glucosa al estimular dos procesos en las células hepaticas, la glucogenolisis que es la
conversion de glucégeno en glucosa y la gluconeogénesis, que permite la
transformacién de acidos grasos y aminodacidos en glucosa.

Células B = células productoras de insulina, cuya funcion principal es la homeostasis
de la glucosa, pero también desempeiia un papel fundamental en el metabolismo de
aminodacidos, acidos grasos, cetodcidos y lipoproteinas. La insulina favorece la
utilizacién de la glucosa y frena su producciéon endégena; en el tejido muscular y
adiposo estimula el transporte de glucosa a través de la membrana y aumenta la
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oxidacion de la glucosa en higado, en donde el transporte de glucosa es independiente
de insulina, favorece la oxidacién de glucosa y su depdsito como glucoégeno.

Células § > células productoras de somatostatina, hormona que regula la actividad
secretora de los componentes celulares endocrinos. La somatostatina inhibe la
secrecion de glucagon, insulina y polipéptido pancreatico, asi como la secrecion de
hormona del crecimiento en la hip6fisis anterior.

Células PP - secretan la hormona denominada polipéptido pancreatico, que inhibe la
secrecion exocrina del pancreas y atenta la liberacion de HCI en las células parietales
del estbmago.

Células ¢ = representan la principal fuente de grelina durante la vida fetal. El nimero
de células ¢ aumenta durante el desarrollo fetal y cerca del nacimiento es posible
localizarlas en la periferia de los islotes en desarrollo; en el pancreas humano y
murino de recién nacidos y adultos se observan células ¢ en las zonas marginales de
los islotes (29).
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Figura 4. Conformacion del islote de Langerhans en humanos y ratas (30).
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Tabla 3. Células y hormonas del islote de Langerhans y su porcentaje total en pancreas humano y

murino (30, 31).

% total en Estructura de los | Hormona y
Célula Humanos | Ratas Localizacién granulos peso Funcién
molecular (Da)
Periferia del islote Diametro de 250 | Glucagon, Aumenta niveles de
loi 13 28 nm, granulo de | 3500 glucosa sanguinea
centro denso
Concentrada en el | Diametro de 300 | Insulina, 6000 | Reduce los niveles de
B 82 66 centro del islote nm, granulo de glucosa sanguinea
centro denso
Dispersa por todo el | Diametro de 350 | Somatostatina, | Inhibe la liberacion
) 4 4 islote nm, granulo 1640 hormonal del pancreas
homogéneo endocrino y enzimas del
electrolicido pancreas exocrino
Regula el tono del
musculo liso y
motilidad del intestino,
controla la secrecion de
iones y agua en las
células epiteliales
intestinales
Dispersa por todo el | Diametro de 180 | Polipéptido Inhibe la  secrecidon
PP 1 2 islote nm pancreatico, exocrina del pancreas
4200
Periferia del islote Diametro de 300 | Grelina, 3314 Estimula la produccion
€ 1 1 nm del HCl en las células
parietales del estémago

Los islotes tienen una fina red vascular y estan dotados de un sistema venoso tipo
portal orientado desde las células a, B y §.

En la etapa embrionaria, la fusién del conducto ventral con la parte distal del conducto
dorsal forman el conducto pancreatico principal (conducto de Wirsung) y la parte
proximal del conducto dorsal se convierte en un conducto accesorio pequefio
(conducto de Santorini) por lo general con su apertura en el propio duodeno (28).

1.3.5 Anatomia e histologia del pancreas

El pancreas es considerado una gldndula mixta del sistema digestivo con actividad
endocrina y exocrina; es posible distinguir tres regiones: cabeza, cuerpo y cola, la
cabeza se ubica sobre la curva del duodeno en forma de C, el cuerpo se extiende
horizontalmente por detras del estobmago y la cola se extiende hacia el bazo. Esta
recubierto por una capa de tejido conectivo laxo rico en células mesoteliales que
divide a la glandula en l6bulos separados por finos tabiques.

El tejido exocrino representa del 95-99% de la masa pancreatica total y contiene dos
estructuras bien definidas, los acinos y los ductos. La mayor parte del pancreas es
tejido exocrino con una disposiciéon acinar compuesta, es decir, los componentes
celulares liberan sus secreciones en conductos microscépicos dentro de cada unidad,
dichos conductos se hayan ramificados y se unen para formar conductos mayores que
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desembocan en el conducto pancreatico principal que se extiende a lo largo de toda la
glandula desde la cola hasta al cabeza y se vacia en el duodeno.

El acino pancreatico es redondeado con 4-8 células epiteliales cubicas o piramidales
dispuestas en una capa Unica en torno a una luz cuyo tamafio varia con el estado
fisiologico del 6rgano, es pequefia cuando la glandula estd en reposo y se dilata
durante la secrecién activa, presentan nucleo esférico con un nucleolo prominente y
agrupaciones periféricas de cromatina (21).

El citoplasma basal de las células es basoéfilo debido a la elevada concentracion de
ribonucleoproteinas; el aparato de Golgi varia en tamafio en las diferentes etapas del
ciclo secretor, se observan cisternas paralelas del reticulo endoplasmico rugoso con
abundantes ribosomas en el citoplasma circundante; entre estas cisternas es posible
observar mitocondrias con numerosos granulos en la matriz y algunas gotas de lipidos
y lisosomas (31).

El citoplasma apical esta repleto de granulos de secreciéon que contiene precursores
de las enzimas digestivas pancreaticas denominados cimogénos, que son mas
abundantes en estado de ayuno y disminuyen considerablemente tras la liberacion de
éstos para inducir la digestién de los alimentos, cuando disminuye la concentracion de
granulos el aparato de Golgi aumenta su tamafio mientras se estan formando nuevos
granulos de secrecién (31).

En la unién de los acinos y los conductos se localizan células centroacinares cubicas y
ricas en mitocondrias que secretan diversos componentes no enzimaticos del jugo
pancredtico, principalmente sodio y bicarbonato. Las células centroacinares se
continuian con el epitelio de revestimiento de los delgados conductos intercalares que
drenan el acino, estos finos conductos convergen formando conductos intralobulares
de mayor tamafio que son, a su vez, ramas de los conductos interlobulares situados en
los tabiques del tejido conjuntivo que separa los lobulillos; los conductos
interlobulares se unen al conducto pancreatico principal que comienza en la cola del
pancreas y recorre longitudinalmente toda la gldndula, aumentando su didmetro a
medida que se le van uniendo mas conductos interlobulares y finalmente desemboca
en el duodeno (27).

Los acinos y conductos intercalares se recubren con un delicado tejido laxo que se
vuelve mas grueso en torno a los grandes ductos. Los conductos intralobulares se
encuentran revestidos por epitelio simple plano, los conductos interlobulares estan
revestidos por células epiteliales cubicas y en el conducto principal es posible
observar pequefias y numerosas células caliciformes.

El tejido endocrino constituye entre el 1-5% del pancreas y esta representado por
agregados celulares esféricos denominados islotes de Langerhans, conformados por
células epiteliales dispuestas en cordones entre los cuales se dispone una fina red de
vasos sanguineos; la organizacién del aporte vascular permite llevar la sangre del
nucleo a la periferia y se le conoce como BAD (B-a-8) por su forma centrifuga de
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aporte vascular (32). Las células de los islotes estan delimitadas por una delgada capa
de tejido conectivo que se continda en el interior de los islotes en escasa cantidad,
mientras que los islotes estan separados del tejido exocrino circundante por una fina
capsula de fibras reticulares. En los murinos, la organizaciéon de los islotes es muy
evidente, encontrando asi las células 3 al centro del islote y los tipos celulares a, 3, §, €
y PP en la periferia del mismo. Las células de los islotes estdn delimitadas por una
delgada capa de tejido conectivo que se continda en el interior de los islotes.

1.4 Insulina

La insulina es miembro de una familia de péptidos denominada factores del
crecimiento insulinoides (insulina like growth factors, IGF) e incluye IGF Iy II y siete
miembros de la familia de péptidos relaxina, los miembros del grupo comparten
similitudes estructurales y se sabe que derivaron de un gen de insulina ancestral a lo
largo de la evolucion de vertebrados (33).

La insulina es un polipéptido de peso molecular 5800 D constituido por dos cadenas
de aminodacidos unidas por dos puentes de disulfuro, la cadena A tiene 21 aminodacidos
y la cadena B estd conformada por 30 aminodcidos, y se encarga de controlar la
captacién, utilizacién y almacenamiento de nutrimentos celulares. Sus efectos
incluyen acciones anabdlicas y catabdlicas, entre las primeras se incluye la
estimulacién y almacenamiento intracelular de glucosa, aminoacidos y acidos grasos;
por otro lado, bloquea procesos catabdlicos como la desintegracion de glucégeno,
grasay proteina (34).

Regula la concentracién de glucosa en sangre al incrementar su absorcién en musculo
y tejido adiposo e inhibir de la produccién de glucosa hepatica por medio de la
glucogenolisis; estimula el crecimiento y diferenciacion celular, promueve el
almacenamiento intracelular de glucosa, aminoacidos y acidos grasos en el adipocito,
higado y musculo al estimular la lipogénesis, la sintesis de proteinas y glucégeno y
bloqueando procesos catabdlicos como la desintegracién de glucégeno, grasa y
proteina (34, 35).

1.4.1 Sintesis de insulina

La insulina se sintetiza en las células 3 del islote pancreatico a partir de un precursor
de cadena tnica de 110 aminodacidos llamado preproinsulina que se caracteriza por
presentar una secuencia de 24 aminoacidos hidréfobos fijos al amino terminal N de la
cadena B; esta caracteristica funciona como secuencia sefnal permitiendo la
translocacion de la cadena a través de la membrana del reticulo endoplasmico rugoso,
el péptido sefial N-terminal se desdobla con rapidez hasta formar la proinsulina que
se pliega y forma enlaces disulfuro; la proinsulina se transporta en vesiculas hacia el
aparato de Golgi, donde se transforma en granulos secretores junto con las enzimas
que se encargan de su conversién en insulina (34, 36).
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La conversion de proinsulina en insulina comienza en el aparto de Golgi, contintia en
los granulos secretores y se completa en el momento de la secrecién; en la conversion
de la proinsulina humana en insulina en el complejo de Golgi se eliminan mediante
proteolisis cuatro aminoacidos basicos y el conector restante o péptido C dando lugar
a una molécula de insulina, que contiene un enlace disulfuro al interior de la
subunidad A y dos entre las subunidades A y B, y un péptidos C o péptido conector
libre que se acumulan en cantidades equimolares en granulos secretores ligados al

Golgi y permanecen en el citoplasma celular hasta su liberacién por exocitosis (Figura
5) (37).

Figura 5. Secuencia de aminoacidos de la proinsulina humana. Por accién proteolitica se eliminan
cuatro aminodacidos basicos (residuos 31, 32, 64, 65) y el péptido conector convirtiendo a la proinsulina
en insulina. Se muestran los sitios de accién de las endopeptidasas PC2 y PC3 (34).

Las endopeptidasas dependientes de Ca2+ PC2 y PC3 se encuentran en los granulos
de las células B del islotes pancreatico y en otras células neuroendocrinas y se
encargan de la conversion de proinsulina en insulina mediante el desdoblamiento en
las secuencias de lisina-arginina (Lys-Arg) o arginina-arginina (Arg-Arg); PC2
desdobla de modo selectivo la unién entre el péptido C y la cadena A y PC3 desdobla la
unién entre el péptido C y la cadena B (33, 34).

La secuencia de aminoacidos de la insulina se ha conservado en el transcurso de la
evolucion, en casi todas las especies hay un gen unico que codifica para la insulina; en
murinos son dos los genes que codifican para la insulina.

1.4.2 Secrecion de insulina

En murinos, la glucosa entra al citoplasma a través del transportador de glucosa 2

(GLUT-2) por difusién facilitada, donde se metaboliza a piruvato mediante la glicélisis;
el piruvato entra a la mitocondria activando el ciclo de Krebs que da lugar a la
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produccion de CO2 y NADH y FADH>; el NADH y el FADH; actian como donadores de
electrones en la fosforilacion oxidativa y en la sintesis de ATP (34).

El incremento de ATP en la célula  da lugar al cierre de los canales de K*
dependientes de ATP provocando la despolarizaciéon de la membrana y activando los
canales de Ca2* dependientes de voltaje, permitiendo la entrada de Ca2* desde el
exterior. En condiciones normales de glucemia se produce un patrén de actividad
eléctrica en la célula B de manera que se generan oscilaciones del potencial de
membrana entre un valor de despolarizacién (fase activa), y una fase de
repolarizacién. El incremento de Ca2* en el citoplasma es la sefial que desencadena la
secrecion de insulina (37).

La insulina es secretada por las células 3 hacia la vena porta, en donde circula en la
sangre como el mondémero libre, en mamiferos se secretan aproximadamente 40 pg
(IU) de insulina por hora, alcanzando una concentraciéon de la hormona en la sangre
portal de 2 a 4 ng/ml y de 0.5 ng/ml en circulacién periférica. La vida media de la
insulina en plasma es de unos 5 a 6 min en sujetos normales y en pacientes con
diabetes controlada (34, 37).

La inactivacién de la insulina ocurre principalmente en higado, rifiones y mudsculo. En
el higado cerca del 50% de la insulina proveniente de la vena porta se destruye
mientras que en los rifiones, después de ser filtrada en los glomérulos, es reabsorbida
en los tubulos contorneados; algunos tejidos periféricos como la grasa también
inactivan a la insulina.

1.4.3 Receptor de insulina

La insulina existente en la circulacién alcanza los tejidos blanco en donde interactta
con su receptor. El receptor de insulina (IR) es una glicoproteina tetramérica con
propiedades tirosina quinasa compuesta por dos subunidades o (135 kDa) y dos
subunidades 3 (95 kDa) unidas entre si por enlaces disulfuro, las subunidades o son
extracelulares y contienen zonas ricas en residuos de cisteina implicadas en la unién
con la insulina, las subunidades 3 son transmembranales y contienen residuos de
serina, treonina y tirosina susceptibles de ser fosforilados y que son responsables de
la actividad tirosina quinasa (38, 39).

La insulina se une a las regiones especificas de la subunidad a dando lugar a un
cambio configuracional que ocasiona la autofosforilacién de los residuos especificos
de tirosina en la region intracelular de las subunidades {3 a través de un mecanismo de
transfosforilaciéon; la autofosforilacién de residuos de tirosina provoca que la
actividad quinasa del IR fosforile una serie de receptores de insulina tales como IRS-1,
-2, -3y -4 que fungen como puentes para la fosforilacién de otras proteinas, entre las
que se encuentran SHC (linfocitos T) y GAB-1 y proteinas con dominios SH2 (Src
Homology 2) y dominios PH. Las proteinas SHC permiten la activacién de proteinas
con dominios SH2 inicidndose asi la cascada de fosforilaciones de la ruta de
transduccion de sefal de las MAPcinasas que regulan la sintesis de DNA (35).
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La insulina entra a las células por medio de endocitosis, en el interior forma una
unidad citoplasmatica insulina-receptor denominada receptosoma que se liga al
aparato de Golgi y posteriormente forma un lisosoma. En el proceso, la insulina
desencadena su accién fisiolégica y posteriormente es degradada por protedlisis, el
receptor queda libre de insulina y es devuelto a la membrana celular (38).

1.5 Pancreas en murinos

Al igual que en otros mamiferos en murinos el pancreas esta compuesto por dos tipos
de tejido, el tejido acinar o exocrino y los Islotes de Langerhans o tejido endocrino.

El pancreas en murinos es un 6rgano con patrén lobular que en la edad adulta llega a
pesar 1.5 g. Los l6bulos son de diferente tamafo y forma y estan unidos por tejido
conectivo que contiene vasos sanguineos, conductos excretores y ductos.

Los acinos estan constituidos por una sola capa de células epiteliales piramidales
sobre una membrana basal que converge hacia la membrana plasmatica; las células
acinares muestran granulos basoéfilos hacia la luz del acino mientras que la regiéon mas
alejada de ésta muestra granulos eosinéfilos, los nucleos son redondos y contienen
numerosos granulos de cromatina y uno o dos nucleolos, las figuras mitéticas son
raras (40).

El tejido exocrino es un compartimento multienzimatico en el que cada célula acinar
es responsable de la secrecion de varias enzimas diferentes entre las que se pueden
encontrar amilasa, lipasa, ribonuacleasas, desoxirribonucleasas y tripsinégeno.

Se han observado importantes diferencias entre las células que componen los acinos
cercanos a los islotes de Langerhans (tejido peninsular) y las células de los acinos que
se localizan a una distancia mayor de los islotes (tejido teleinsular). El tejido
peninsular presenta células de mayor tamafio grandes y contienen mayor abundancia
de granulos de cimoégeno, por el contrario las células de los acinos teleinsular son
menos abundantes (41).

Los islotes de Langerhans son de forma irregular y poco numerosos. El tejido
endocrino es considerado como una unidad multihormonal compuesto de cinco tipos
de células involucradas en la secrecién de por lo menos una hormona: el glucagon
(células «), insulina (células f3), somatostatina (células &), polipéptido pancreatico
(células PP células) y grelina (células ¢).

1.6 Animales de laboratorio como modelos experimentales
Los animales como modelos experimentales han sido ampliamente utilizados. Los
primeros registros de esta practica datan de la Grecia Antigua, cuando Aristoteles e

Hipécrates los utilizaron para dilucidar la estructura y funcionamiento del cuerpo
humano mediante la disecciéon de animales. Posteriormente los romanos utilizaron
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cerdos, monos y perros para llevar a cabo diversos experimentos sobre fisiologia,
cuyos resultados fueron las bases en la practica médica por varios siglos; durante
mucho tiempo la experimentacién con animales pudo ser llevada a cabo sin problemas
de indole moral. En el siglo XVII René Descartes afirmé que los sistemas vivos puede
ser entendidos por medio de principios mecanicos y que la diferencia entre el hombre
y los animales es que los primeros tiene una mente que funge como requisito para el
conocimiento y en consecuencia para la capacidad de sentir dolor, bajo este precepto
los animales no pueden pensar y se pueden considerar como maquinas. El desarrollo
de disciplinas biomédicas como farmacologia, toxicologia e inmunologia provoc6 un
incremento en el uso de animales en el siglo XX. En la década de 1980 la utilizacién de
animales disminuyé debido al establecimiento de legislaciones estrictas sobre su uso y
el desarrollo de comités de ética para su utilizacién, en las tultimas dos décadas los
grandes avances en materia de manipulaciéon genética permitieron la mejora de los
modelos animales utilizados. Se estima que actualmente se utilizan de 75 a 100
millones de animales al afio en investigacion; las areas con mayor nidmero de animales
destinados a investigacion son: prueba de medicamentos, creacién de vacunas y
cancer (42, 43). Las ratas y ratones son los modelos animales mas utilizados.

El empleo de animales de laboratorio como modelos experimentales ha permitido
grandes avances en la investigacion de diversas enfermedades humanas. La cura de
diversos padecimientos, el tratamiento de ciertas enfermedades y el alargamiento de
la esperanza de vida con el consecuente aumento en la calidad de ésta ha sido posible
gracias a la creacion de vacunas, la elaboracién de medicamentos, el desarrollo de los
trasplantes de érganos, asi como una amplia variedad de técnicas quirdrgicas y de
traumatologia que fueron desarrolladas en modelos animales (44).

Diversas consideraciones de tipo ético hacen imposible la realizaciéon de protocolos de
investigacién en seres humanos, algunas Pautas Eticas Internacionales sefialan que la
investigacion en ellos debe atenerse a principios cientificos basados en experimentos
con modelos animales que proporcionen la informacién necesaria para disefar
pruebas en humanos (45, 46). Sin embargo la extrapolaciéon de resultados obtenidos
en pruebas con modelos animales hacia el ser humano conlleva cierto riesgo y éstos se
incrementan de acuerdo con las variables estudiadas, debido a que el desarrollo de
ciertas patologias no ocurren de manera natural en los animales de laboratorio, sino
que es necesario inducirlas por métodos hormonales, terapéuticos, virales o que
pueden alterar directa o indirectamente otras funciones del organismo, sin embargo
las grandes similitudes neuroldgicas, bioquimicas y farmacolégicas entre los humanos
y los modelos animales han hecho que éstos sean ampliamente utilizados y que, en
combinacién con otros métodos como cultivos celulares y estudios clinicos en
pacientes, los resultados arrojen grandes aportaciones al conocimiento de las
patologias humanas (47, 48).

En México el uso de animales para experimentacion esta regulado en la Norma Oficial
Mexicana (NOM-062-Z00-1999) en el apartado de Salud Animal publicada en Agosto
de 1999 en el diario oficial de la federacién. Esta Norma tiene por objeto establecer y
uniformar las especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los
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animales de laboratorio que deben cumplir las personas fisicas o morales
relacionadas en todos los campos con este tipo de animales; la vigilancia del
cumplimiento de los parametros establecidos en la Norma corresponde a la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural, asi como a los Gobiernos de
los Estados y del Distrito Federal (49).

1.6.1 Modelos animales de diabetes

Algunos factores como heterogeneidad genética, mayor esperanza de vida, amplia
diversidad de estilos de vida, inaccesibilidad a tejidos y o6rganos, y algunas
consideraciones de tipo ético, hacen poco posible el estudio experimental de la
diabetes en humanos por lo cual ha sido necesario recurrir al empleo de modelos
animales. Esta practica ha brindado un amplio avance en el conocimiento de la
enfermedad, sin embargo debe de considerarse que cada cepa animal es un modelo
unico de diabetes que equivale a varias copias de un solo individuo, razén por la cual
los resultados obtenidos no se pueden extrapolar directamente a una poblacién
humana heterogénea (Tabla 4)(50).

Segin el mecanismo de produccién los modelos de diabetes mellitus tipo 2 pueden
dividirse en espontaneos e inducidos.

1.6.2 Modelos espontaneos

En este tipo de modelos los animales son obtenidos mediante cruces endogamicos,
accién que favorece la estabilidad genética de la estirpe. Los animales pueden
originarse por dos vias: pueden ser descendientes de animales a los que se les ha
detectado diabetes espontanea en el sentido estricto, o bien proceder de una serie de
cruces selectivos, favoreciendo un rasgo fenotipico de la enfermedad. Esta
clasificaciéon no es espontanea en el sentido estricto pues en ocasiones se requieren
ciertas restricciones adicionales, por ejemplo dietéticas, para obtener la condicion
diabética.
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Tabla 4. Principales modelos animales de diabetes (48, 51-54).

Modelo Causa Caracteristica Tipo de

diabetes

Ratén Lep/ob Mutacion en el gen estructural de la leptina. Marcada obesidad e hiperfagia 1

Obesidad, hiperinsulinemia, resistencia a la insulina,
hiperglicemia e hiperplasia de células B pancreaticas.

Ratén Lep/db Mutacién en el gen receptor de la leptina. Hiperglucemia correlacionada con atrofia de los islotes de | 1

Langerhans y necrosis celular pancreatica.

Rata Zucker Defectos en el receptor de la leptina El macho se caracteriza por hiperinsulinemia e | 2
Obesidad y resistencia a la insulina causada por | hiperglicemia a las 6-7 semanas de edad y niveles de
defectos genéticos en la transcripcion de la célula . glucosa de hasta 500 mg/dl y niveles bajos de insulina, la

hembra requiere una dieta alta en grasa para desarrollar
diabetes.

Rata Goto-Kakizaki Disfuncién de células B debido a herencia Rata no obesa, Presentan anomalias en los islotes 2
poligénica. pancreaticos y consiguiente deficiencia en la secrecion de

hormonas

Rata obeso New | Modelo de obesidad, intolerancia a la glucosa y | Insensibilidad periférica y hepatica a la leptina, resistencia | 2

Zealand sindrome metabdlico de naturaleza poligénica. a la insulina, alteraciéon en la secrecién de insulina,

hipercolesterolemia e hipertension

Rata JCR:LA-cp Presentan sindrome metabdlico y El estado prediabético presenta
enfermedad micro y macrovascular obesidad abdominal, hipertrigliceridemia, resistencia a la

insulina y dafio vascular asociado a aterosclerosis,
vasculopatia, y cardiopatia isquémica.

Rata Otsuka Long- | Obtenidas mediante reproduccion selectiva de ratas | Hiperfagia con obesidad, hiperlipidemia, 2

Evans Tokushima | Long-Evans con caracteristicas diabéticas. resistencia a la insulina, glucosuria; animales propensos a

obesa con sindrome lesiones glomerulares

metabdlico y

nefropatia  diabética

(OLETF)

Mono rhesus Macaca | En una dieta ad libitum llegan a desarrollar | Trastornos metabdlicos 2

mulata sobrepeso y obesidad que desencadenan cambios
bioquimicos y fisiopatolégicos caracteristicos de la
diabetes.

Jerbo Psammomys | Debido a la dieta desarrolla hiperglucemia e | Hiperglucemia e hiperinsulinemia en respuesta a la | 2

obesus hiperinsulinemia. resistencia a la insulina
Resistencia a la insulina causada por la | Apoptosisde células B
sobreexpresion de la proteina quinasa C.

Ratas albino Sabra Dieta alta en grasas Desarrollan relativa hiperinsulinemia, normoglucemia, | 2

obesidad e hipertrigliceridemia.

Ratas Torii Obtenidas mediante cruces endogamicos en la cepa | Los machos desarrollan numerosas complicaciones | 2
Sprague-Dawley oculares tales como cataratas, retinopatia, glaucoma

neovascular y neuropatia dptica

Rata Cohen Disfuncion de células By consiguiente reduccién de | Desarrollan retinopatia, nefropatia, reduccién de la | 2
la secrecion de insulina fertilidad y degeneracion testicular.

Ratones KK y KKAy Los ratones KK desarrollan diabetes espontdnea en | Obesidad moderada, hiperglucemia, hiperlipidemia, | 2
su habitat natural. La cepa KKAy fue desarrolla | resistencia alainsulina y complicaciones renales
mediante cruces selectivos de ratones KK

Ratén C57BL/6] Animales susceptibles a desarrollar diabetes con | Alteraciones del sistema nervioso auténomo y en el | 2
una dieta alta en grasas funcionamiento de la célula B, expresion de la proteina

desacoplante 2 de los adipositos.
Obesidad e hipertension
Otros modelos de Ratas, ratones y perros sometidos a obesidad | La elevada ingesta de alimentos produce cambios | 2
Diabetes tipo 2 inducida por dieta drasticos en el metabolismo que favorece la aparicién de
Diabetes

Ratas BB Tres genes involucrados en al condicién diabética | Marcada hipoinsulinemia, hiperglucemia (20- 1
de los ratones BB Lyp (linfopenia) autosémico | 30 mmol/L), glucosuria, pérdida de peso,
recesivo que induce a la ausencia de células T | polidipsia, poliuria y  cetoacidosis. Infiltracién
periféricas, el segundo gen es el MHC que induce | mononuclear
susceptibilidad a la insulinitis y a celular del islote pancredtico y destruccion de las células
la diabetes y el tercero, iddm3 que confiere
resistencia a la diabetes

Rata Long-Evans Condicion diabética dada por la segregaciéon de al | Hipoinsulinemia, hiperglucemia (20- 1

Tokushima menos 2 genes recesivos 30 mmol/L), glucosuria, pérdida de peso,

Lean (LETL) polidipsia, poliuria y cetoacidosis.

Ratones diabéticos no Existen mas de 17 loci en al Insulinitis, hipoinsulinemia, hiperglucemia, glucosuria, 1

obesos (NOD)

menos 5 cromosomas diferentes

polidipsia, poliuria y cetoacidosis.
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1.6.3 Animales genéticamente modificados

La manipulacion genética y la generacion de animales knockout representan
importantes herramientas que utilizadas correctamente pueden brindarnos
importantes conocimientos sobre la patologia de la diabetes mellitus. La manipulacion
genética se basa en la introduccién o exclusiéon de material genético funcional en la
linea germinal de un animal cambiando asi las caracteristicas genéticas de un
organismo y las de su progenie.

Existen dos grandes estrategias para obtener animales transgénicos: la transgénesis
aditiva y la transgénesis dirigida. La transgénesis aditiva tiene como fundamento la
introduccién de un transgén en el pronucleo de embriones en fase de una célula. La
transgénesis sustitutiva conlleva una modificacion mucho mas selectiva de la
informacién genética al incorporarla en un lugar predeterminado del genoma
utilizando un sistema de recombinacién homéloga que consiste en el intercambio de
fragmentos homdlogos de DNA durante el alineamiento de los cromosomas en la
meiosis. Para llevar a cabo este tipo de transgénesis es necesario utilizar lineas
celulares pluripotentes que pueden ser transformadas en cultivo y posteriormente
incorporadas al embrién por medio de microinyecciones (55).

La tecnologia de transgénesis sustitutiva ha dado lugar a la formaciéon de animales
knock-out, en los cuales se ha logrado la eliminacién total de un gen al incluir un
fragmento de informacion genética que bloquea la transcripcién o la traducciéon de
determinado gen, y los animales knock-in en quienes se colocan proteinas concretas
en un lugar especifico bajo el control de una determinada secuencia reguladora
endégena (55, 56).

1.6.4 Induccion quirdrgica

En los primeros modelos animales de diabetes se utilizaron perros
pancreatéctomizados, accién que permitié dilucidar la importancia del pancreas en el
desarrollo de la diabetes. En 1682 Brunner advirtié que la remocién parcial de
pancreas en perros producia poliuria y sed, en 1915 Carlson y Ginsburg comprueban
que al transfundir sangre de perros sanos a perros diabéticos pancreatectomizados
éstos disminuian sustancialmente la hiperglucemia y glucosuria y en 1930 Houssay y
Biascotti reportaron que la pancreatectomia total en caninos producia diabetes (57).

La pancreatectomia puede ser parcial si se requiere generar un estado similar al
provocado por la diabetes tipo 2; o total para obtener un modelo de diabetes mellitus
tipo 1. En la actualidad este modelo es poco utilizado y su empleo se ha limitado al
estudio de transplantes de islotes o pancreas, asi como para el estudio de los factores
implicados en la regeneracién de los islotes (58).
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1.6.5 Induccion viral

Algunos agentes patégenos como los virus son capaces de generar estados diabéticos
en animales de experimentacidn cuya susceptibilidad a ser infectados esta relacionada
con la edad, el sexo y la carga genética, la patogénesis del sindrome provocado es
similar a la diabetes tipo 1y es considerado moderado y transitorio, debido a que solo
una porcion de los islotes de Langerhans esta afectado (57).

Diversos mecanismo de accién se han propuesto para describir el efecto de los virus
en el desarrollo de la diabetes; se ha reportado que algunos virus destruyen
directamente las células  pancreaticas por lo cual se han clasificado como agentes
citoliticos y por otro lado evidencias clinicas y experimentales sugieren que la
diabetes se desencadena como respuesta a mecanismos autoinmunes (Tabla 5).

1.6.6 Induccion quimica

Diversos agentes quimicos son utilizados en la investigacién para inducir diabetes.
Entre los mas utilizados se encuentran la aloxana y la estreptozotocina (STZ), que
actian destruyendo selectivamente las células 3 pancreaticas. Otros compuestos tales
como el acido capréico, los derivados del acido ascorbico, el a-dipiridil, el acido 5-
hidroxiseudotrico, el acido picrolénico y los derivados de la aloxana, asi como
nitrosoureas tales como la fotemustina, clomesone y procarbazine inducen estados
hiperglucémicos por diversos mecanismos de accién.
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Tabla 5. Virus utilizados en la induccién de diabetes mellitus 1 (52, 59).

Virus Hospedero Caracteristicas Factores genéticos
involucrados
Virus de RNA
Picornaviridae
Coxsackie B Humanos Aislado de pancreas de pacientes con No determinado
DM1
Murinos Destruccidn citolitica de las células 8 +
Desarrollo de transitorio de Diabetes
Primates no humanos +
Agente citolitico con alta afinidad a los
receptores de la célula f produciendo
Ratén degranulacion +
Causa encefalitis, necrosis de las
Encefalomiocarditis Hamster células B e infiltracién severa +
(EMCQ)
Agente citolitico
Ratén +
Ganado No determinado
Retroviridae
Retrovirus Humanos De naturaleza autoinmune, provoca la No determinado
necrosis del tejido endocrino
Ratén Desarrollo de insulinitis y DM1 en +
ratones no obesos
Togaviridae
Rubéola Hamster y conejo Posible asociacién con DM1 No determinado
autoinmune
Humanos Posible asociacién con DM1 +
autoinmune congénita al aumentar la
frecuencia de alelos HLA-DR3
Diarrea viral bovina Ganado Respuesta autoinmune que causa la No determinado
necrosis de células 8
Paramyxoviridae
Virus de las Humanos Autoinmunidad +
Paperas
Reoviridae
Rotavirus Humanos - No determinado
Reovirus Ratén Posible asociaciéon con autoinmunidad +
y diabetes
Virus de DNA
Parvoviridae
Virus Kilham de la Rata Desarrollo de autoinmunidad +
Rata especifica celular que induce DM1 y
provoca la necrosis de células
Herpesviridae
Citomegalovirus Humano Autoinmune No determinado
Degu No determinado
Virus Epstein -Barr Humano - No determinado
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1.7 Aloxana

La aloxana (2,4,5,6-tetraoxipirimidina; 5,6-dioxiuracil) (Figura 6) fue descrita por
primera vez por Brugnatelli en 1818 como resultado de la oxidacién del acido drico,
afios mas tarde se demostr6 que su administracién en conejos produce una necrosis
de los islotes pancreaticos. La aloxana puede administrarse por via intravenosa,
intraperitoneal o subcutdnea. La dosis requerida para inducir diabetes depende de la
especie animal, la via de administracién y el estado nutricional. La dosis mas
frecuente en ratas es de 65 mg / kg de peso (BW) por via intravenosa, cuando el
farmaco se administra subcutdnea e intraperitonealmente se requieren dosis 2-3
veces mayores (60).
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Figura 6. Estructura quimica de la aloxana (60).

Se ha demostrado que una dosis tnica de aloxana provoca un aumento repentino de la
secrecion de insulina en la presencia o ausencia de glucosa, sin embargo este
fendbmeno es de corta duracion y es seguido por la supresion completa de la respuesta
de los islotes a la glucosa, incluso cuando las concentraciones de dicha glucosa son
altas.

Los efectos causados por la aloxana pueden describirse en cuatro fases. La primera se
caracteriza por hipoglucemia transitoria que inicia pocos minutos después de la
inyeccion y puede extenderse hasta por 30 minutos. Esta hipoglucemia es debida a
una estimulacion transitoria de la secrecion de insulina, la fosforilacion de la glucosa
se bloquea debido a la inhibicién de la glucoquinasa por lo que hay una reduccion
temporal del consumo y la mayor disponibilidad de ATP, las alteraciones morfolégicas
en la célula 3 son minimas durante esta fase; la segunda fase comienza después de 1
hora de haber administrado el fAirmaco y se caracteriza por un aumento de la
concentracion sanguinea de glucosa y una disminuciéon en la insulina plasmatica,
durante esta fase las células [ sufren evidentes cambios morfolégicos como
vacuolizacion intracelular, dilatacion del reticulo endoplasmatico rugoso, disminucién
del volumen del aparato de Golgi, la reducciéon de granulos secretores y aumento del
volumen mitocondrial; 1a tercera fase ocurre de 4 a 8 horas después de la inyeccién de
aloxana y se caracteriza por una severa hipoglucemia debida a la estimulacion de la
secrecion de insulina. En esta fase pueden ocurrir convulsiones y generalmente se
tiene que administrar glucosa para evitar la muerte, cuando el glucégeno almacenado
en el higado se ha agotado, ademas de los cambios morfologicos que se observan en la
célula B durante la segunda fase se suman nucleos picnéticos; la cuarta y ultima fase
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estd representada por hiperglucemia permanente, los cambios morfologicos
evidencian degranulacién y atrofia de la célula (60).

1.8 Estreptozotocina

La estreptozotocina (STZ, 2-deoxi-2-(3-(metil-3-nitrosourea)-D glucopiranosa) es
sintetizada por el hongo Streptomycetes achromogenes y es ampliamente utilizada
para inducir diversos grados de diabetes (60). Diversos estudios han demostrado que
la estreptozotocina es un agente diabetogénico en diversas especies animales. A una
dosis Unica de 30 mg/kg administrada via intravenosa es capaz de provocar diabetes
moderada en perros adultos (61); en ratas Wistar a una dosis ip dnica de 50 mg/kg
genera una diabetes estable durante al menos 20 dias después de la administracion,
provocando niveles de glucosa en sangre superiores a 300 mg/dL (62); mientras que
en ratas SD al administrar una dosis ip de 60 mg/kg se inicia un proceso autoinmune
que resulta en la destruccion de las células [ en los islotes de Langerhans y
desencadena la aparicién de diabetes en los 2-4 dias posteriores (63, 64, 65).

La accién de la estreptozotocina en la célula B se caracteriza por alteraciones en la
concentracion de insulina y glucosa en la sangre. Dos horas después de la inyeccion se
puede reconocer hiperglucemia con disminucion de las concentraciones de insulina en
sangre. Cerca de seis horas mas tarde, se produce la hipoglucemia con altos niveles de
insulina en la sangre. Por ultimo, se desarrolla hiperglucemia a la vez que disminuyen
los niveles de insulina, los cambios sufridos en las concentraciones de insulina y
glucosa reflejan las alteraciones en la funcién de las células (3.

1.8.1 Mecanismo de accion de la estreptozotocina

Los efectos de la estreptozotocina en la homeostasis de la glucosa puede dividirse en
tres fases (66)

- Primera fase. Inicia 1 h después de la administracién de la toxina con el incremento
de glucosa en sangre y una disminuciéon en la insulina plasmatica, esta fase
hiperglucémica dura aproximadamente 2 a 4 horas y es causada por la inhibicién de la
secrecion de insulina que conduce a hipoinsulinemia; en esta fase las células f3
muestran vacuolizacion, dilatacion del reticulo endoplasmico rugoso, disminucién del
aparato de Golgi, reduccién de los granulos secretores de insulina y mitocondrias
hinchadas.

- Segunda fase. Corresponde a una hipoglucemia y ocurre 4 a 8 h después de la
inyeccion de STZ y dura varias horas. El estado transitorio de hipoglucemia es
producido por el exceso de insulina en circulacién como respuesta a la fase previa de
hiperglucemia, en esta fase los depdsitos de glucégeno se agotan por lo que pueden
presentarse convulsiones y ser mortal si no se administra una carga de glucosa.
Aunados a los cambios morfologicos en la célula B pancreatica presentados en la
primera fase, se pueden distinguir ndcleos picnéticos; estos cambios son irreversibles.
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- Tercera fase. Corresponde a una hiperglucemia permanente y comienza 12 a 48
horas después de aplicar la inyeccion y se caracteriza por la pérdida total de granulos
secretores de insulina en la célula (3, el resto de las células pancreaticas permanecen
intactas, lo que demuestra el caracter selectivo de la accién téxica de la STZ a las
células (3.

1.8.2 Selectividad de la célula 8 a la estreptozotocina

Debido a sus propiedades quimicas especificas, la estreptozotocina inhibe la secrecion
de insulina y causa un estado de hiperglucemia permanente. La STZ es un analogo de
nitrosourea en la que el radical N-metil-N-nitrosourea esta vinculado al carbono-2 de
una hexosa, propiedad que le permite entrar en la célula 3 a través del transportador
de glucosa tipo 2 (GLUT2) (67). Las nitrosoureas son generalmente lipofilicas y su
transporte en la membrana a través del transportador de glucosa GLUT2 es rapida, sin
embargo, como resultado de la sustitucion de una hexosa, la estreptozotocina es
menos lipofilica.

1.8.3 Mecanismo de accion de la STZ
Daiio al DNA

La estreptozotocina es un potente agente alquilante que metila directamente el DNA al
unirse a éste en forma covalente en la posiciéon 06 de guanina (60), la transferencia del
grupo metilo de la estreptozotocina a la molécula de DNA ocasiona severos dafios que
resultan en la fragmentaciéon del DNA. En el intento de reparar el DNA la poli (ADP-
ribosa) polimerasa (PARP) es estimulada, esta acciéon disminuye la disponibilidad de
NAD+ en la célula y posteriormente las reservas de ATP. El agotamiento de las
reservas de energia celular dan lugar a la inhibicién de la sintesis y secrecién de
insulina y posterior necrosis de las células 3 (60, 68).

La estreptozotocina también metila proteinas, proceso que contribuye a los defectos
funcionales en las células 3 después de la exposicion a la STZ (60).

La administracion de inhibidores de la PARP (Poli (ADP-Ribosa) polimerasa) evitan la
accién diabetogénica de la estreptozotocina, entre dichos inhibidores se encuentran la
nicotinamida y la 3-betacarbazol.

La nicotinamida presenta un efecto protector contra la toxicidad de la STZ en la célula
al preservar el pool intracelular de NAD*. Debido a que la nicotinamida es un
precursor directo de NAD* y ademdas es un inhibidor de la poli (ADP-ribosa)
polimerasa. Masiello y colaboradores (69) demostraron que diferentes dosis de
nicotinamida previas a la administracién de 65 mg/kg de STZ tienen diversos efectos
en machos adultos Wistar; dosis bajas de nicotinamida (100 mg/kg) ofrecen una
proteccion baja contra los efectos diabetogénicos de la STZ que incluyen pérdida de
peso corporal, hiperglucemia e insulinemia, con dosis medias (230 mg/kg) se observd
que la glucosa en sangre fue significativamente mayor que el grupo control pero no se
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observé pérdida de peso e insulinemia, mientras que dosis altas (350 mg/kg)
protegen de manera eficaz los efectos inducidos por la estreptozotocina.

El 3-betacarbazol es un inhibidor de la PARP que tiene la capacidad de disminuir el
consumo NAD+ y preservar la reserva de ATP, protegiendo a la célula § de necrosis. El
3-betacarbazol permite a la célula  secretar insulina en respuesta a la hiperglucemia
después de la administracion de un agente diabetégenico como la STZ (70).

Especies reactivas de oxigeno y 6xido nitrico

El estrés oxidativo es una caracteristica de la diabetes inducida por STZ en la que se
promueve la formaciéon de especies reactivas de oxigeno (ROS) y 6xido nitrico (NO) en
el pancreas. En las células B el metabolismo de la STZ da lugar a la formacién de
alfacetoaldehidos, peréxido de hidrégeno (H202) y radical superéxido (0O2), entre otras
especies reactivas del oxigeno que pueden dafiar la membrana celular al promover la
glucosilacion y oxidaciéon de lipidos y proteinas de membrana, provocando cambios
conformacionales de estas macromoléculas y por lo tanto el deterioro de sus
funciones (71, 72).

Las células 3 pancreaticas son susceptibles a los efectos de las especies reactivas de
oxigeno (ERO), como el peréxido de hidrégeno, a causa de su contenido limitado de
peroxidasa y catalasa. Se sabe que la STZ también disminuye las actividades de
enzimas antioxidantes como glutatién peroxidasa (71).

La STZ actia como un donador intracelular de 6xido nitrico (NO) aumentando la
actividad de la guanilato ciclasa y la formaciéon de cGMP, efectos caracteristicos de NO
(66).

La STZ puede dafiar las mitocondrias reduciendo la producciéon de ATP y aumentando
la actividad de la oxidasa xantina, favoreciendo la formacién de acido drico y aniones
superoxido; la exposicion de los radicales de anién superéxido a STZ puede generar
radicales hidroxilo (70).

Aunque el efecto de ROS y del 6xido nitrico aceleran el proceso de destruccién de las
células 3, no juegan un papel crucial en el efecto diabetogénico de la STZ.

1.9 Tratamiento de la diabetes

Los cambios de estilo de vida, principalmente la dieta y el ejercicio son las piedras
angulares para el manejo no farmacolégico de la diabetes tipo 2 y deben ser
consideradas como la terapia de primera linea, a menos que la hiperglucemia sea tan
severa que requiera un tratamiento farmacolégico inmediato. Hay que tener en cuenta
que ninguna dieta o régimen de ejercicio puede ser utilizado para todos los pacientes
con diabetes y que ambos deben ser individualizados para que realmente sean una
estrategia factible (73).
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La Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-1994 para la prevencién, tratamiento y
control de la diabetes establece en el apartado sobre tratamiento que:

11.3.4 Las metas basicas del tratamiento incluyen el logro de niveles normales de
glucosa, colesterol total, triglicéridos, presién arterial, control de peso, y la HbAlc.
Estas metas seran objeto de vigilancia médica, y deberan contar con la participacion
informada del paciente para su consecuciéon conforme al Apéndice normativo E de
esta NOM.

11.3.5 El manejo inicial del enfermo se hara mediante medidas no farmacolégicas. Se
recomienda que esta forma de tratamiento se aplique de manera estricta, por lo
menos durante un periodo de seis meses.

11.3.6 El manejo farmacolégico se iniciara en caso de que no se alcancen las metas del
tratamiento, durante el periodo antes sefalado, o bien desde fases mas tempranas,
cuando el médico tratante asi lo juzgue pertinente, sobre todo en presencia de
hiperglucemia sintomatica.

1.9.1 Tratamiento no farmacolégico

Existen numerosos estudios realizados con pacientes diabéticos tratados con
diferentes dietas y rutinas de ejercicio que demuestran su efecto favorable sobre el
control de la glucosa y la reduccién del riesgo cardiovascular.

Brinkworth et al. en un estudio realizado con 38 pacientes obesos con diabetes tipo 2
comparo, durante 16 meses, el tratamiento con una dieta rica en proteinas y una baja
en proteinas, demostraron que una dieta rica en proteinas reduce la tensién arterial
en mayor grado que una dieta baja en proteinas y que la dieta con mayor cantidad de
proteinas disminuye en un 14% los niveles de proteina C reactiva, una molécula
inflamatoria directamente relacionada con el proceso aterosclerético, que ademas, es
un predictor independiente de futuros eventos cardiacos. En este estudio también
demostraron que a los 15 meses de llevar esta dieta se detectaba un incremento del
17% de HDL lo que representa una reduccion sustancial del riesgo de enfermedad
cardiovascular. Con ambas dietas se logré una reducciéon de la TA, siendo esta
reduccion mayor en los pacientes con la dieta rica en proteinas (74).

En el estudio realizado por Esposito et al. con 215 pacientes diabéticos de reciente
diagndstico sin tratamiento farmacolégico, compararon dos dietas durante 4 afos,
una dieta baja en carbohidratos y rica en vegetales y granos enteros, baja en carne
roja y rica en pollo y pescado (mediterranea MED) y con restriccion calérica (1500
kcal/d para mujeres y 1800 kcal/d para hombres), con una dieta baja en grasa con la
misma restriccién calérica. A todos los pacientes les indicé realizar actividad fisica,
caminar por lo menos durante 30 minutos. Al comparar los resultados se encontr6
que con ambas dietas los pacientes reducian sus niveles de glucosa plasmatica en
ayunas y de hemoglobina glucosilada pero las reducciones eran significativamente
mayores en los pacientes con la dieta baja en carbohidratos, en los 4 afios estudiados.
También se encontrd, con ambas dietas, una disminucién en los niveles de insulina
pero sin diferencia significativa en ninguno de los 4 afios. Los pacientes con dieta baja
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en carbohidratos tuvieron un mayor incremento en la sensibilidad a la insulina y en
los niveles de adiponectina que fueron significativos en los afos del estudio. A lo largo
de todo el estudio, los pacientes con la dieta rica en carbohidratos presentaron un
aumento significativo de HDL y disminucién de los triglicéridos. La disminucién de los
niveles de colesterol total fue mas alto en los pacientes con la dieta baja en
carbohidratos, pero las diferencias entre grupos solo fue significativa en los 2
primeros anos. La reduccion de la presion sistélica y diastélica disminuyé mas en la
dieta MED pero las diferencias fueron significativas entre los grupos a los 4 afnos para
la presion sistélica y a los 2 afios para la presiéon diastélica. En este estudio también
quedé demostrado que hay una diferencia significativa en la necesidad de recurrir a la
terapia hipoglucemiante en los pacientes con las dos dietas. El 12% de los pacientes
con la dieta MED y 24% de los pacientes con la dieta baja en grasa requirieron terapia
con hipoglucemiantes a los 18 meses, al final del estudio 44% de los pacientes con la
dieta MED y 70% de los pacientes con la dieta baja en grasa requirieron
hipoglucemiantes (75).

Numerosos estudios realizados con pacientes diabéticos han demostrado que el
ejercicio induce una notable mejoria en la sensibilidad a la insulina que provoca la
preservacion de la funcion de la célula B. La actividad fisica regular ha demostrado
una reduccién de complicaciones microvasculares y macrovasculares.

Agosti et al. determinaron que el ejercicio juega un papel fundamental en el
tratamiento del paciente diabético. El ejercicio actiia principalmente reduciendo la
hiperglucemia mejorando su sensibilidad ya que induce un rapido y continuo
incremento en la incorporaciéon de la glucosa al musculo en contraccién, que es
mediada por GLUT 4 que, en condiciones de ejercicio, se transloca a la membrana
celular donde se inserta para incrementar el transporte de glucosa. El ejercicio puede
incrementar el GLUT 4 en el musculo por regulacién a nivel transcripcional y
traduccional. Se ha sugerido que el ejercicio puede reducir la expresion de GLUT2 que
es el mediador de la entrada de glucosa a la célula 3, con la consecuente reduccién de
la secrecién de insulina estimulada por glucosa. En pacientes con diabetes tipo 2 la
estimulacién con insulina no puede inducir la translocacién normal de GLUT 4 y por
ello hay una reduccién en la estimulacion del sustrato receptor de insulina IRS-1. El
ejercicio fisico provoca una mejora en la accién de la insulina sobre el metabolismo de
la glucosa en el musculo esquelético (76).

Existe también una relacién de la sensibilidad a la insulina relacionada con la
actividad fisica y ha sido ampliamente demostrado que el entrenamiento aerdbico
incrementa la accién de la insulina en pacientes diabéticos. Existen trabajos que
demuestran que el NO media el transporte de glucosa al musculo esquelético mediado
por el ejercicio. Se ha reportado niveles disminuidos de oxidacién de grasa en
pacientes diabéticos durante el ejercicio moderado y que el ejercicio aerdbico
incrementa la capacidad oxidativa del musculo esquelético a través de un incremento
en la utilizacién de los acidos grasos libres, lo cual reduce el contenido muscular de
triglicéridos. También se sabe que la actividad fisica rutinaria mejora el perfil lipidico
por la reducciéon de los triglicéridos, incrementa HDL y disminuye la relacién
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LDL/HDL. Durante la actividad y post ejercicio hay un incremento de la actividad de
la lipoprotein lipasa que incrementa la utilizaciéon de los triglicéridos circulantes y
aumenta su depuracién ain en reposo. Recientemente también se ha demostrado que
el ejercicio esta asociado con modificaciones positivas del perfil de lipidos y que la
combinacién de entrenamiento de resistencia y de fuerza provoca una reduccién en
triglicéridos, LDL, colesterol total y una elevaciéon de HDL lo que da por resultado una
reduccion en el perfil de lipidos aterogénicos y en consecuencia una disminucion del
riesgo cardiovascular (76).

En un meta-analisis de 14 estudios, en los que se compar6 el efecto del ejercicio en un
total de 377 pacientes con diabetes tipo 2, quedé demostrado que el ejercicio mejora
significativamente el control glucémico, reduce la grasa visceral y los triglicéridos
plasmaticos, atin sin pérdida de peso (77).

En el estudio realizado por Marcus et al. con 15 pacientes diabéticos en el que
compararon la combinacién de ejercicio aerdbico y de resistencia con el ejercicio
aerdbico, durante 16 semanas, encontraron una reduccion en los valores de
hemoglobina glucosilada en ambos grupos, de 0.3% en el grupo con ejercicio aerdbico
y de 0.6% con la combinacién de ejercicios, reduccion clinicamente importante que es
similar a la obtenida con terapias de largo plazo con hipoglucemiantes o insulina y
dieta, que es del 0.6 al 0.8%. La reduccién de IMC fue mayor en los pacientes con la
combinacién de ejercicio ganaron mas tejido magro. Concluyen que el ejercicio
aerdbico deber ser indicado a pacientes diabéticos pero no aislado ya que provoca
pérdida de tejido magro. Los pacientes diabéticos tienen menor fuerza y calidad
muscular que los individuo sanos y esto pude predisponer a los pacientes diabéticos a
alteracion de la funcién muscular y pérdida de fuerza muscular por lo que la adicién
de ejercicio de fuerza es de suma importancia para la mejora de la fuerza muscular
(78).

El meta-andlisis realizado por Boulé et al. para conocer los efectos de las
intervenciones del ejercicio estructurado en pacientes con diabetes tipo 2 sugiere que
el ejercicio reduce aproximadamente 0.66% los niveles de hemoglobina glucosilada,
cantidad que reduce el riesgo de complicaciones de la diabetes. Sin embargo estudios
con grandes cohortes han demostrado que la actividad fisica estd asociada con una
reduccion significativa de riesgos vasculares subsecuentes que no pueden ser
explicados sélo por la reducciéon de los niveles de glucosa (79).

Sheri et al. realizaron una revision del efecto del ejercicio en el tratamiento y
prevenciéon de la diabetes y el que qued6 demostrado que la reduccién de los niveles
de glucosa, inducidos por el ejercicio, esta relacionado con la duracién y la intensidad
de éste, que la capacidad de realizar ejercicio mdas intenso o prolongado para
aumentar la sensibilidad a la insulina da por resultado un mejor control glucémico
postejercicio y después de 2 horas o mas se produce una toma de glucosa sanguinea
para la sintesis de glucégeno. El ejercicio también provoca que la accién de la insulina
periférica, y no de la hepdtica, se incremente ain cuando no haya pérdida de peso.
Sefnalan que para mantener la acciéon de la insulina optimizada, se recomienda

32



sesiones sucesivas de ejercicio que no estén separadas por mdas de 72 horas que
pueden ser 10 a 15 minutos, siendo los 30 minutos lo 6ptimo y que el tipo de ejercicio
debe variar basado en la presencia de complicaciones coexistentes. Al igual que otros
autores, sefialan que la combinaciéon de ejercicio aerébico con entrenamiento de
resistencia brinda mayores beneficios ya que provoca una reducciéon de la grasa
abdominal (80).

1.9.2 Tratamiento farmacolégico

Cuando el paciente no haya respondido al tratamiento no farmacoldgico, requerira
ser tratado con farmacos hipoglucemiantes para mantener los niveles de glucosa lo
mas cercano a lo normal. Sin embargo, este tratamiento debe ser un auxiliar y no un
sustituto de los cambios en el estilo de vida que debe realizar el paciente diabético.

Actualmente existen diversos tratamientos farmacoldégicos para este padecimiento,
cuyos mecanismos de accion son diferentes, y que corrigen la hiperglucemia actuando
sobre uno o mas de los trastornos fisiopatologicos de la enfermedad y también
diferentes propuestas de abordaje. Sin embargo, es importante tener en cuenta que
los esquemas no son aplicables a todos los pacientes y sera responsabilidad del
médico la eleccion que debera individualizarse para cada paciente ya que todos tiene
efectos secundarios que deberan tomarse en cuenta.

La metformina es un hipoglucemiante oral, del grupo de las biguanidas, de origen
vegetal que fue obtenido de Galega officinalis, es ampliamente utilizado en pacientes
diabéticos, especialmente en obesos; puede provocar nauseas, malestar estomacal,
pirosis, vomitos, riesgo de acidosis lactica y reducir la absorcién de vitamaina B12 y
sabor metalico.

La glibenclamida es un derivado de la sulfunilurea que promueve la secrecién de
insulina por las células f, puede producir ansiedad, escalofrios, somnolencia,
taquicardia, nauseas, agitacion, urticaria, anemia hemolitica y hipoplasia medular, una
mayor incidencia de infecciones microbianas como consecuencia de la leucopenia y
trombocitopenia que puede inducir, retaso en la cicatrizacién y hemorragia gingival;
ademas que puede agostar la reserva pancreatica.

Inicialmente se recurre a una monoterapia que debera estar indicada de acuerdo a las
caracteristicas de cada uno de los pacientes, pero si esta falla se debera administrar
una farmacoterapia combinada y si no hubiera respuesta a ésta, se administrara
insulina; sin olvidar la dieta y el ejercicio. Recientemente también se ha propuesto un
abordaje mas agresivo proponiéndose la insulinizacién temprana de los pacientes,
pero este tratamiento dificilmente es aceptado como primera opcién por los pacientes
recién diagnosticados.

Sin embargo, a pesar de la gran variedad de farmacos que existe y la posible
combinacién de ellos, ademas de las diferentes estrategias de abordaje para fines
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practicos los pacientes estdn, en su mayoria, descontrolados y después de varios afios
desarrollan las complicaciones tardias que caracterizan a esta enfermedad.

Otra alternativa para controlar los niveles de glucosa es a través de la medicina
tradicional que ha adquirido ultimamente gran auge a nivel mundial y en
consecuencia se realizan grandes inversiones para el desarrollo de fitomedicamentos.
Los fitomedicamentos difieren sustancialmente de los medicamentos quimico-
farmacéuticos en sus ingredientes ya que mientras que estos ultimos estan
compuestos por quimicos puros, la mayoria de los fitomedicamentos presentan
extractos vegetales con numerosos compuestos. Por ello la fuente del material vegetal,
su calidad de produccioén, los procedimientos con los que se producen y especialmente
la estandarizacién del extracto son de gran importancia (81). En nuestro pais ya existe
en la Ley General de Salud una regulacién de los fitomedicamentos o medicamentos
herbolarios (82).

En relacién con la aceptacién de este tipo de tratamientos es importante sefialar que
en un estudio realizados en el IMSS para conocer la aceptacion de los fitofarmacos por
los médicos y pacientes de atencién primaria, y se encontr6 que el 68.8% de los
médicos los aceptan (83).

Teniendo en cuenta la aceptacion de los tratamientos herbolarios por los médicos y
por los pacientes y que en muchos casos, son el Unico tratamiento al cual tienen
acceso los habitantes de zonas aisladas, es posible que la implementacién de este tipo
de tratamientos, después de realizar estudios cientificos controlados, contribuya a que
los pacientes se apeguen mejor al tratamiento y logren controlar sus niveles de
glucosa.

1.10 Medicina tradicional

La medicina tradicional es la suma total de los conocimientos, habilidades y practicas
basadas en las teorias, creencias y experiencias propias de diferentes culturas, ya sean
explicables o no, utilizados en el mantenimiento de la salud, asi como en la
prevencién, el diagnoéstico, la mejora o el tratamiento de enfermedades fisicas y
mentales; los términos medicina complementaria/alternativa/no convencional se
utilizan de manera indistinta con medicina tradicional (15).

En la América precolombina, diversos pueblos mesoamericanos habian logrado
progresos notables en la medicina apoyando su conducta terapéutica en el
conocimiento botdnico y sus aplicaciones. En México un gran nimero de especies
vegetales comerciales y medicinales fueron domesticadas e incorporadas a los
grandes jardines botdnicos de Chapultepec, Texcoco y Oaxtepec. Tras la conquista
dichos conocimientos fueron plasmados en uno de los primeros libros de medicina
escrito en toda América, en edicién bilinglie, acerca de las hierbas y plantas que
utilizaban en la terapéutica con sus indicaciones y modos de empleo, plasmadas en
ndhuatl por el médico tlatelolca Martin de la Cruz y su traduccién al latin por el
xochimilca Juan Badiano, ilustrado con iconografia de las plantas mediante dibujos
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(84) dicho libro fue titulado Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis (Libro de las
plantas medicinales indigenas o c6dice De la Cruz-Badiano).

En muchos paises en vias de desarrollo la mayoria de la poblacién sigue utilizando la
medicina tradicional para satisfacer sus necesidades sanitarias primarias (15), se
calcula que del 70 al 80 % de la poblacidn en estos paises utiliza este tipo de medicina
ya que ademds representa un recurso accesible econémicamente. En nuestro pais, el
uso de plantas medicinales como parte de la medicina tradicional se ha mantenido
vigente desde épocas prehispanicas. Actualmente se conocen 4 400 especies de
plantas con propiedades medicinales; de éstas se estima que 500 especies son
utilizadas empiricamente para el control de la diabetes mellitus (85). Asteraceae y
Leguminosae son las familias botanicas con mayor nimero de especies utilizadas
para este fin, sin embargo Tecoma stans L. (Bignoniaceae) y varias especies del género
Opuntia (Cactaceae) son las plantas mas utilizadas y estudiadas en el pais como
remedios para el tratamiento de la diabetes.

Diversas especies del género Equisetum, comunmente conocidas como cola de caballo,
han sido ampliamente utilizadas en la medicina tradicional para el tratamiento de la
diabetes. Se caracterizan por ser plantas de esporas libres, tallo articulado y hojas en
los nodos, actualmente se conocen 15 especies de Equisetum incluyendo hibridos
estériles que dependen de reproduccién vegetativa. Las especies de Equisetum se
agrupan en dos subgéneros de acuerdo a caracteres morfolégicos como la posicion de
los estomas: superficial en el subgénero Equisetum (E. arvense, E. bogotense, E.
diffusum, E. fluvial, E. palustre, E. pratense, E. sylvaticum y E. telmateia), y por debajo de
la superficie epidérmica en el subgénero Hippochaete (E. giganteum, E. hyemale, E.
laevigatum, E. myriochaetum, E. ramosissimum, E. scirpoides y E. variegatum) (86).

El género se encuentra ampliamente distribuido en todo el mundo excepto Australiay

Nueva Zelanda. En México el género esta representado por cinco especies E. arvense,
E. hyemale, E. laevigatum, E. myriochaetum y E. telmateia.

1.10.1 Equisetum myriochaetum Schlecht & Cham

(Equisetaceae)
Reino Plantae
Phylum Arthrophyta
Clase Equisetopsida
Orden Equisetidae
Familia Equisetaceae
Género Equisetum
Especie myriochaetum
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Figura 7. Equisetum myriochaetum Schltr. & Cham.

Descripcion botanica. Planta terrestre con tallos cilindricos erectos de 2 a 8 m de
alto, de 6-18 mm de diametro; nudos y entrenudos bien definidos, en los nudos hay
vainas con bordes dentados, en los entrenudos surcos con 16-48 canales
longitudinales; estomas en una linea, a cada lado del surco; ramificaciones en
verticilos regulares, con 6 a 8 canales; estrobilos terminales en las ramas y tallo
principal, estrobilos del tallo de hasta 12 mm de diametro, estrébilos de las ramas de
hasta 4 mm de didmetro; numerosas esporas, globuliformes y provistas de elateres
(Figura 7) (87).

Distribucion. Especie de amplia distribucion en México, en los estados de Nayarit,
Michoacan, Guerrero, Nuevo Leoén, San Luis Potosi, Tamaulipas, Hidalgo, Puebla, D.F.,
Veracruz, Oaxaca y Chiapas (85). Se le encuentra a alturas de 300 a 2.100 m s.n.m.
principalmente en cafiadas, orillas de arroyos, terrenos arenosos humedos y sobre
laderas calizas con vegetacion de bosque mesoéfilo de montafia, matorral submontano,
bosque de Pinos, bosque tropical caducifolio, bosque tropical subperenifolio y bosque
de galeria (88).

Etnobotanica. Los miembros del género Equisetum son utilizados en la medicina
tradicional mexicana, se les ha atribuido propiedades curativas para la diabetes asi
como para el tratamiento de afecciones renales, en algunas enfermedades del sistema
digestivo, en el tratamiento de calculos biliares, mal de orin, afecciones del higado,
problemas menstruales y garrotillo, como purificador de la sangre, en artritis, varices,
sordera o dolor de oidos, infecciones de la piel, granos, piquetes de alacrdn, en
problemas de hemorroides y como cicatrizante. Equisetum myriochaetum se utiliza en
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algunos de estados de la costa occidental del pais como Chiapas, Oaxaca y Guerrero en
donde la planta se administra via oral para el tratamiento de calculos renales, para
curar la diabetes, mejorar la circulacién y el acido turico. En ocasiones E.
miryochaetum se prepara con pelos de elote y posteriormente se administra por via
oral para curar males renales y dolores corporales (89).

Farmacologia. Diversas especies del género Equisetum, cominmente conocidas como
“cola de caballo”, han sido utilizadas en la medicina tradicional para el tratamiento de
la diabetes. Experimentalmente, la actividad hipoglucemiante de algunas de estas
plantas ha sido demostrada en humanos y en diversos modelos animales. Andrade-
Cetto et al. en el 2000 (90) demostraron el efecto hiploglucemiante del extracto
butandlico y el extracto acuoso de Equisetum myriochaetum en ratas macho Wistar
con diabetes inducida por STZ. El extracto acuoso, a una dosis Unica de 7 y 13 mg/kg,
mostré una disminucién significativa en el nivel de glucosa en plasma al minuto 60 (p
<0.005) yalos 120 y 180 (p<0.001); el maximo efecto se observo a las 3 h. El extracto
butanélico, a dosis Unicas de 16 mg/kg y 8 mg/kg mostré actividad hipoglucemiante
al minuto 60 (p<0.01) y al minuto 120 (p<0.001), respectivamente. El efecto maximo
de ambas dosis se observé después de 3 horas; Revilla et al. en 2002 (91) reportaron
una reduccién significativa de los niveles de glucosa en 11 pacientes con diabetes
mellitus tipo 2 de reciente diagnéstico que ingirieron una dosis Unica de 0.33 g/kg del
extracto acuoso de E. myriochaetum, los resultados obtenidos demostraron que el
efecto hipoglucemiante se inici6 a los 90 minutos después de la administracién del
extracto y se mantuvo hasta los 180 minutos. Soleimani et al. en 2007 (92)
demostraron que el extracto metanoélico de Equisetum arvense a una dosis de 50-250
mg/kg ejerce un efecto hipoglucemiante (p<0.0001) en ratas machos Wistar con
diabetes inducida por STZ después del tratamiento dirario por cinco semanas.

Componentes quimicos. Caempferol-3-3-d-di(1-2)-glucopiranosido-4’-0-glucosido
(=Caempferol-3-0-soforosido-4’-0-glucosido)[1], Caempferol-3-7--d-glucopiranosido
[2], Caempferol-3-B-d-di(1-2)-glucopiranosido (=Caempferol-3-0-soforosido) [3] y
acido cafeico 4-B-d-metil glucopiranosido [4], (93) (Figura 8). Otros compuestos
presentes son [3 -sistosterol, Pinocembrina, 8 -d-glucosistosterol y acidos grasos .
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[1] Caempferol-3-B-d-di(1-2)-glucopiranosido-4"-0-glucosido [2] Caempferol-3-7-B-d-glucopiranosido
(=Caempferol-3-0-soforosido-4"-0-glucosido)
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[3] Caempferol-3-B-d-di(1-2)-glucopiranosido (=Caempferol-3-0-soforosido) [4] Acido cafeico 4-B-d-metil glucopiranosido

Figura 8. Estructuras quimicas de los principales componentes quimicos de Equisetum myriochaetum.

Toxicidad. Ordaz-Telléz et al. (94) demostraron in vivo e in vitro que los extractos
acuoso y butanodlico de las partes aéreas Equisetum myriochaetum no presentan
actividad genotéxica. Por medio de la prueba de mutacién y recombinacién somatica
(SMART) en ala de moscas Drosophila melanogaster en dosis de 0.78, 1.56, 3.12, 6.25,
12.5, 25,50 y 500 pg/ml se observé que después de un tratamiento agudo no existen
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y los grupos a los
que se les administré diferentes concentraciones de extracto. Por otro lado, en las
pruebas de micronucleos realizadas en linfocitos humanos con dosis de 12.5, 25,50 y
500 pg/ml se observé que el 100% de las células expuestas a estas concentraciones de
extracto sobrevivieron, obteniéndose una proporciéon de células binucleadas entre
53% y 82% y un Indice de proliferacién celular con bloqueo de citocinesis (CPBI)
entre 1,5 y 2. Ambas pruebas presentan nula actividad genotéxica; la falta de
genotoxicidad indica que bajo condiciones experimentales los extractos acuoso y
butanélico no produce dafos en el material genético.

2. JUSTIFICACION
Una alternativa para controlar los niveles de glucosa es a través de la medicina
tradicional que ha adquirido Ultimamente gran auge a nivel mundial y se realizan

grandes inversiones para el desarrollo de fitomedicamentos.

Para llegar a la implementacién de un fitomedicamento se deben llevar a cabo gran
cantidad de estudios cientificos controlados inicialmente en modelos animales
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(estudios preclinicos) y posteriormente en humanos (clinicos) para poder demostrar
su efectividad y la ausencia de efectos adversos graves.

El efecto hipoglucemiante de Equisetum myriochaetum ha sido reportado por la
medicina tradicional y demostrado en estudios agudos con modelos animales y
pacientes con diabetes mellitus de reciente diagnéstico. Sin embargo no hay estudios
que hayan analizado si su administraciéon durante la gestacién pudiera tener un efecto
teratogénico sobre la descendencia o alterar la diferenciacién y el desarrollo de
diversos drganos, entre ellos el pancreas de los fetos de las madres diabéticas que
recibieron el extracto durante la gestacion.

El analizar este aspecto es de suma importancia, sobre todo teniendo en cuenta la que
incidencia de diabetes gestacional a nivel mundial varia en un rango del 1 al 14%, de
acuerdo con la poblacién de estudio y los criterios de diagndstico. En México entre el
9.2y el 13% de las mujeres embarazadas desarrollan diabetes gestacional.

Aunado a ello se debe considerar que en muchos paises en vias de desarrollo la
mayoria de la poblaciéon sigue utilizando la medicina tradicional, se calcula que del 70
al 80 % de la poblacion en estos paises utiliza este tipo de medicina por lo que es
importante demostrar que el uso de Equisetum myriochaetum durante la gestaciéon no
tendra efectos adversos sobre los productos.

3. HIPOTESIS

La administracién diaria, a partir del quinto dia de gestacién y durante 17 dias, del
extracto butandlico de Equisetum myriochaetum, no ejercera un efecto teratogénico
en los fetos de las ratas diabéticas que recibieron durante la gestacion el extracto, ni
afectard el desarrollo, la estructura histolégica ni presencia de anticuerpos anti-
insulina en el pancreas fetal de la descendencia.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Demostrar el efecto de la administracién diaria, a partir del quinto dia de gestacién y
durante 17 dias, del extracto butanélico de Equisetum myriochaetum, sobre el
desarrollo embrionario y sobre la estructura y presencia de anticuerpos anti-insulina
en el pancreas fetal de la descendencia.
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4.2 Objetivos particulares

- Determinar el peso y talla de fetos asi como el peso de las placentas de fetos de
madres diabéticas que recibieron durante 16 dias extracto butandlico de
Equisetum myriochaetum en una dosis de 6.0 mg/kg y compararlo con el peso y
talla de los fetos de madres diabéticas sin tratamiento, de madres sanas con
tratamiento y de madres sanas sin tratamiento

- Determinar la presencia de malformaciones macroscépicas, reabsorciones, y
numero de fetos de madres diabéticas que recibieron durante 16 dias extracto
butandlico de Equisetum myriochaetum en una dosis de 6.0 mg/kg y
compararla con las que se presenten en los fetos de madres diabéticas sin
tratamiento, de madres sanas con tratamiento y de madres sanas sin
tratamiento

- Determinar el efecto de la administracion via oral del extracto butandlico de
Equisetum myriochaetum durante 16 dias en una dosis de 6.0 mg/kg sobre la
estructura histolégica del pancreas de fetos de ratas con diabetes inducida con
STZ y compararla con la de los pancreas de los fetos de madres diabéticas sin
tratamiento, de madres sanas con tratamiento y de madres sanas sin
tratamiento para adicionalmente determinar si existe algin retraso en la
diferenciacién del pancreas.

- Detectar la presencia de insulina mediante inmunohistoquimica en los
pancreas de fetos de madres diabéticas a las que se les administré durante 16
dias el extracto butandlico de Equisetum myriochaetum en una dosis de 6.0
mg/kg y compararlo con la presencia de los anticuerpos anti-insulina que se
detecten en los pancreas de los fetos de madres diabéticas sin tratamiento, de
madres sanas con tratamiento y de madres sanas sin tratamiento

5. MATERIAL Y METODO

El proyecto titulado “Efecto del extracto butanélico de Equisetum myriochaetum en el
desarrollo del pancreas de crias de ratas diabéticas” fue aprobado por el comité de
bioética del Instituto Mexicano del Seguro Social con nimero de registro R-2009-
3604-11.

5.1 Colecta y preparacion del extracto butanolico de Equisetum myriochaetum

El extracto butanélico de Equisetum myriochaetum fue proporcionado por el
laboratorio de Etnofarmacologia de la Facultad de Ciencias de la UNAM a cargo del Dr.
Aldolfo Andrade Cetto.
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Colecta e identificacion. Los ejemplares E. myriochaetum fueron colectados en
Xochipala Guererro, México e identificados por Ménica Palacios-Rios en el Instituto de
Ecologia en Jalapa Veracruz. Un ejemplar fue herborizado y depositado en el Herbario
del Instituto Mexicano del Seguro Social en la Ciudad de México con nimero de
registro IMSSM 15819.

Preparacion de los extractos. Se pesaron 700 g de material vegetal seco y molido y
se colocaron para su extraccion en el aparato de Sohxlet.

La primera extraccion se realizé con n-hexano (2 litros) durante 24 horas,
obteniéndose el extracto hexanico (eHx), el material se secé a temperatura ambiente y
posteriormente se realiz6 la segunda extraccién con metanol (2 litros) por 48 horas,
obteniéndose asi el extracto metandlico (eMe); el extracto metandlico se evapor6 en
su totalidad a presién reducida. El residuo fue adicionado con una mezcla de
CCl4/MeOH 80% 1:1, la fase MeOH/H20 fue desecada. El residuo se disolvié en n-
BuOH: H20 1:1 y la fase BuOH se secé por liofilizacién; el extracto fue almacenado a -
4°(C.

Se obtuvieron 49.82 g en peso seco de extracto butanolico de Equisetum
myriochaetum.

5.2 Animales e inducciéon de diabetes experimental

Se utilizaron 28 ratas hembra de la cepa Sprague-Dawley con un peso entre 250-300 g
que se mantuvieron bajo condiciones de bioterio con una temperatura de 25°C, acceso
alimento y agua ad libitum y alternancia de luz/oscuridad 12/12. Se aparearon con
machos de fertilidad comprobada durante toda la noche, a la mafiana siguiente se
realizé6 un frotis vaginal y fueron consideradas como gestantes aquellas que
presentaron espermatozoides y/o tapdn vaginal. Al quinto dia de gestacion, 14 ratas
se inyectaron intraperitonealmente (ip) con una dosis Unica de 50 mg/kg de STZ en
amortiguador de acetatos 0.1M pH de 4.3 y 14 ratas se inyectaron (ip) con una dosis
Unica de amortiguador. A las 48 horas se les determiné niveles de glucosa sanguinea,
las ratas inyectadas con STZ con niveles de glucosa 2200 mg/dl fueron consideradas
diabéticas y se incluyeron en el estudio.

Se formaron cuatro lotes:

1. Lote diabético con extracto (DE): 7 ratas gestantes diabéticas a las cuales se les
administré diariamente, a partir del quinto dia de gestacion, y durante 16 dias, una
dosis de 6.0 mg/kg del extracto butandlico de Equisetum myriochaetum diluido en un
ml de solucidn salina (via oral)
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2. Lote diabético (D): 7 ratas gestantes diabéticas a las cuales se les administré
diariamente, a partir del quinto dia de gestacion, y durante 16 dias, 1 ml de solucion
salina (via oral).

3. Lote control con extracto (NDE): 7 ratas gestantes no diabéticas a las cuales se les
administré diariamente, a partir del quinto dia de gestacion, y durante 16 dias, una
dosis de 6.0 mg/kg del extracto butandlico de Equisetum myriochaetum diluido en un
ml de solucidn salina (via oral).

4. Lote control (ND): 7 ratas gestantes no diabéticas a las cuales se les administré
diariamente, a partir del quinto dia de gestacion, y durante 16 dias, 1 ml de solucion
salina (via oral).

A partir del quinto dia de gestacién y cada tercer dia se determiné el peso a las ratas
de todos los lotes. A los 21 dias de gestacion se sacrificaron por dislocacién craneo-
cervical y se les extirparon los cuernos uterinos para determinar el nimero de fetos,
reabsorciones y malformaciones macroscopicas; se extirp6 la placenta y se pesé. Los
fetos se pesaron y midieron (cabeza, cabeza-rabadilla y cola). Se les extirpé el
pancreas, se fijé en formol amortiguado al 10% durante 72 horas y se incluyeron en
Paraplast para ser procesados con técnicas histolégicas (HE) y realizar la técnica de
inmunohistoquimica (Cocktail Antiraton- DAKO) para la determinacién de
anticuerpos anti-insulina. Los cortes histolégicos se analizaron con el microscopio
Nikon AlphaPhot-2 YS2.

5.3 Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados de peso de las madres, nimero de fetos, tallay
peso de fetos, y peso de las placentas fue realizado mediante el paquete estadistico
MiniTab para Windows. Las variables evaluadas fueron sometidas a un andlisis de
varianza (ANOVA) de dos vias y posteriormente una post-prueba de Tukey para la
comparacién especifica de los grupos, se consideré una diferencia estadisticamente
significativa cuando el valor de p < 0.05. Los resultados se expresaron como promedio
+ error estandar (E.E).

Los datos de peso fetal y peso placentario se sometieron la prueba de correlaciéon de
Pearson (P) utilizando el programa estadistico Minitab para Windows.
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6. RESULTADOS
6.1 Glucosa

El lote ND presenté un promedio de 106+3.89 mg/dl de glucosa al dia 8 de gestacion
y finalizé el tratamiento con un promedio de 92+3.30 mg/dl.

El lote NDE tuvo un promedio de 103+1.58 mg/dl de glucosa el dia 8 de gestacién y de
95+2.64 el dia 21 de gestacion.

El lote D tuvo un promedio de 436+31.84 mg/dl de glucosa el dia 8 de gestacion y de
549+11.45 mg/dl el dia 21 de gestacion.

El lote DE tuvo un promedio de 388+39.60mg/dl de glucosa el dia 8 de gestacion y de
285+5.61 mg/dl el dia 21 de gestacion.

El dia 8 de gestacion se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<
0.0001) al comparar los lotes ND vs D, DE; NDE vs D, DE. No hubo diferencias al
comparar los lotes DE vs D.

El dia 21 de gestacion se encontraron diferencias estadisticamente significativas al
comparar los lotes ND vs D, DE; NDE vs D, DE. El promedio de glucosa del lote DE es
significativamente menor que el lote D (p< 0.0001).

Tabla 6. Niveles de glucosa de las ratas gestantes el dia 8 y 21 de gestacion. Datos expresados como
promedio * EE.

Glucosa mg/dl
Dia de
gestacion ND NDE D DE
8 106+3.89|103+1.58 |436+31.84 | 388+39.60
21 92+3.30 | 95+2.64 |549+11.45| 285+5.61
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Grafica 1. Promedio de glucosa el dia 8 y 21 de gestacion. Dia 8 de gestacion * (p< 0.0001) ND, NDE vs

D, DE; DE vs NDE. Dia 21 de gestacién * (p< 0.0001) ND, NDE vs D, DE; D vs DE.
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6.2 Peso

El lote ND (n=7 ratas) presenté un peso promedio de 235.79+9.40 g al inicio del
estudio y al finalizar presentaron un peso promedio de 355.1+17.1 g, con un
incremento de 119.31 g.

El peso promedio del lote NDE (n=7 ratas) al inicio del estudio fue de 235.39+2.53 gy
al termino de éste fue de 347+5.52 g, con un incremento de 111.03 g.

El lote D (n=7 ratas) present6 un peso promedio de 234.7+10.3 g al iniciar el estudio y
al finalizar éste presentaron un peso promedio de 292+11.5 g, con una ganancia de
57.6¢g.

El lote DE (n=7 ratas) presenté un peso promedio de 255.4+5.01 g al iniciar el estudio
y al termino de éste el peso promedio fue de 318.26+8.23g, con un incremento de
62.86 g.

Al dia 5 de gestacién no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
peso entre los lotes.

El dia 8 de gestaciéon se observé una diferencia estadisticamente significativa
(p<0.038) entre los lotes ND vs D, los lotes DE y NDE no presentaron diferencias
significativas.

Al dia 11 de gestacién se presenté una diferencia estadisticamente significativa
(p<0.0001) al comparar los lotes D vs DE, NDE, ND.

El dia 14 de gestacién la diferencia fue estadisticamente significativa (p<0.009) al
comparar el lote D vs ND, NDE. El lote DE no presenté diferencias significativas al
compararlo con el resto de los grupos.

El dia 17 de gestacién hubo diferencias estadisticamente significativas (p<0.001)
entre los lotes D vs ND, NDE. El lote DE no present6 diferencias significativas al
compararlo con el resto de los grupos.

El dia 21 de gestacién se presentaron diferencias significativas (p< 0.0001) al

comparar los lotes D vs ND, NDE. El lote DE no presenté diferencias significativas al
compararlo con los lotes ND, NDE y D.
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Tabla 7. Peso de ratas gestantes. Datos expresados como promedio * EE.

Peso durante la gestacion (g)
Dias de LOTE
gestacion ND (n=7) NDE(n=7) D (n=7) DE (n=7)
5 235.79+9.40 235.39+2.53 234.7+10.3 255.40+5.01
8 249.59+4.55 246.94+4.63 | 230.13+7.20 241.29+5.85
11 265.43+4.52 261.69+3.20 | 231.97+7.39 262.64+5.55
14 280.21+4.57 279.03+4.27 | 248.69+7.60 274.13+5.49
17 315.17+9.10 306.86+4.91 | 260.10+12.2 286.81+6.00
21 355.1+17.1 347+5.52 292.3+11.5 318.26+8.23
Peso

380

370

360

350

340

330

320

2 2o —=no
G 290 NDE

280 —tr=D

270

260 ~#—DE

250

240

230

220

DG5

DG8

DG11 DG14

Dias de gestacion

DG17

DG21

Grafica 2. Peso de ratas durante la gestacion. p<0.038**** ND vs D dia 8 de gestacion; p<0.001** D vs
DE, NDE, ND dia 11 de gestacién; p<0.009*** D vs ND, NDE dia 14 de gestacién; p< 0.001** D vs ND,
NDE dfa 17 de gestacion; p< 0.0001* D vs ND, NDE dia 21 de gestacion.
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6.3 Nimero de fetos

Las ratas del lote ND tuvieron un promedio de 11 fetos por rata, con un total de 78
fetos el dia 21 de gestacidn.

Las ratas del lote NDE tuvieron un promedio de 11 fetos por rata, con un total de 80
fetos el dia 21 de gestacidn.

Las ratas del lote D tuvieron un promedio de 9 fetos por rata con un total de 69 fetos
vivos el dia 21 de gestacion.

Las ratas del lote DE tuvieron un promedio de 10 fetos por rata con un total de 73
fetos vivos el dia 21 de gestacion.

Tabla 8. Numero de fetos por lote.

Numero de fetos

Lote ND NDE D DE
Numero de 78 80 69 73
fetos

Numero de fetos

90

80
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50 END

“' NDE

Numero de fetos
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W DE

ND NDE D DE

Lote

Grafica 3. Numero de fetos por lote.
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6.4 Peso de fetos

Los fetos del lote ND tuvieron un peso promedio de 2.29+0.023g el dia 21 de

gestacion.

Los fetos de las madres del lote NDE tuvieron un peso promedio de 2.18+0.030 g.

Los fetos de las madres del lote D tuvieron un peso promedio de 1.95+0.045 g.

Los fetos de madres del lote DE tuvieron un promedio de peso de 2.0830+0.039 g.

El promedio de peso de los fetos del lote ND fue significativamente mayor (p<0.0001)
al compararlo con el promedio de peso de los fetos D y DE. No hay diferencias
estadisticamente significativas entre el peso de los fetos del lote ND y NDE.

El peso promedio de los fetos del lote D fue significativamente menor con una
p<0.0001 al compararlo con los ND, NDE y DE.

Tabla 9. Peso de fetos. Datos expresados como promedio + EE.

Peso de fetos (g

Lote ND (n=78) NDE (n=80) D (n=69) DE (n=73)
Peso 2.29+0.023 2.18+0.030 1.95+0.045 2.08+0.039
Peso fetos
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I . .
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" 15 ¢
g ®ND
Vg NDE
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Grafica 4. Peso de los fetos el dia 21 de gestacion. *p<0.0001 ND vs D, DE; p<0.0001** D vs NDE, DE.
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6.5 Talla de fetos (cabeza-cuerpo-cola)

La talla de los fetos de los cuatro lotes fue obtenida sumando las medidas de: cabeza,
rabadilla y cola.

Los fetos correspondientes al lote ND tuvieron una talla promedio de 54.31+0.31 mm
al dia 21 de gestacion.

Los fetos de las ratas pertenecientes al lote NDE tuvieron una talla promedio de
53.97+0.27 mm.

Los fetos del lote D presentaron una talla promedio de 50.77+0.50 mm al dia 21 de
gestacion.

Los fetos correspondientes al lote DE tuvieron una talla promedio de 52.67+0.37 mm.
La talla promedio del lote ND fue significativamente mayor (p<0.0001) al compararla
con la talla promedio de los fetos de los lotes DE y D. No hay diferencias

estadisticamente significativas al comparar la talla de los fetos de los lotes ND y NDE.

La talla promedio de los fetos del lote D fue significativamente menor (p<0.0001) al
compararlo con los ND, NDE y DE.

Tabla 10. Talla de fetos. Datos expresados como promedio + EE.

Talla de fetos (g)
Lote ND (n=78) NDE (n=80) D (n=69) DE (n=73)
Talla 54.31+0.31 53.97+0.27 50.77+0.50 52.67+0.37

Talla de fetos
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Grafica 5. Talla de los fetos al dia 21 de gestacion. p<0.0001* ND vs DE, D; p<0.0001** D vs NDE, DE.
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6.6 Reabsorciones y malformaciones

No se observd ninguna reabsorcién en los oviductos de las ratas del lote ND (n=7
ratas). No se observaron malformaciones macroscopicas.

Las ratas del lote NDE (n=7) no presentaron reabsorciones ni malformaciones
macrosOmicas.

Las ratas del lote D (n=7) tuvieron 5 reabsorciones que se presentaron en 2 ratas, 3y
2 respectivamente. Los fetos de este lote no presentaron malformaciones
macrosomicas.

Las ratas del lote DE (n=7) tuvieron 3 reabsorciones que se presentaron en 2 ratas, 2y
1 respectivamente. Los fetos de este lote no presentaron malformaciones
macrosomicas.

Tabla 11. Reabsorciones al dia 21 de gestacion.

Lote Numero de
reabsorciones
D 5
DE 3
ND 0
NDE 0

Reabsorciones

Numero de reabsorciones
-~

ND NDE D DE

Lote

Grafica 6. Reabsorciones al dia 21 de gestacion.
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6.7 Peso de la placenta

El peso promedio de las placentas correspondientes a los fetos del lote ND fue de

0.60+0.0093 g.

El peso promedio de las placentas de los fetos del lote NDE fue de 0.59+0.0099g.

El promedio de peso de las placentas de los fetos del lote D fue de 0.84+0.0247 g.

El promedio de las placentas en los fetos del lote DE fue de 0.84+0.0236 g.

En la tabla 7 se muestran los pesos promedio de las placentas de los lotes ND, NDE, D
y DE. El peso promedio de las placentas de los fetos del lote ND fue significativamente
menor (p<0.0001) que el peso promedio de las placentas del lote D y DE; el peso
promedio de las placentas de los fetos del lote NDE fue significativamente menor
(p<0.0001) que el peso promedio de las placentas de los lotes D y DE. No hay
diferencias estadisticamente significativas entre los pesos promedio de las placentas
de los lotes ND y NDE; no hay diferencias estadisticamente significativas entre los

pesos promedio de las placentas D y DE.

Tabla 12. Peso de la placenta. Datos expresados como promedio + EE.

Peso placenta (g

Lote

ND (n=78)

NDE (n=80)

D (n=69)

DE (n=73)

Peso

0.6015+0.0093

0.5966%0.0099

0.8423+0.0247

0.8408+0.0236

Gramos
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Grafica 7. Peso de la placenta al dia 21 de gestacién p<0.0001* ND vs D, DE; p<0.0001** NDE vs D, DE.
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6.8 Correlacion entre peso fetal y peso placentario (Coeficiente de correlacion de

Pearson)

La relacion peso fetal/peso placentario se emplea como un indicador de crecimiento

fetal apropiado.

El coeficiente de correlacién de Pearson (r) es un indice que mide el grado de
covariacion entre distintas variables relacionadas linealmente, los valores de r oscilan
entre 0 y 1. Cuando r es cercana a 1 la correlacién es mayor y cuanto r es cercana de 0

la correlacion es menor.

Tabla 13. Correlacion de Pearson (r) entre el peso fetal y el peso placentario

Correlacion peso fetal /peso placentario

Lote ND

NDE

D

DE

Indice de correlacion 0.198
de Pearson (r)

0.358

-0.218

-0.102

Existe correlacién positiva entre el peso fetal y el peso placentario en los lotes ND
(r=0.198, p< =0.082) y NDE (r=0.358, p<0.001) es decir a mayor peso placentario

mayor peso fetal.

Existe correlaciéon negativa entre el peso fetal y el peso placentario en los lotes D (r=-
0.218, p<0.071) y DE (r=-0.102, p<ui 0,390) lo cual nos indica que a menor peso

placentario menor peso fetal.
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Grafica 8. indice de correlacién del lote ND, r=0.198 con p<=0.082
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Grafica 9. indice de correlacién del lote NDE, r=0.358 p<0.001
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6.9 Resultados histoldgicos

Lote control (ND)

En el lote ND se observaron estructuras acinares desarrolladas con conformacion
l6bulo-acinar tipica del tejido exocrino pancreatico. Se observaron agrupaciones
endocrinas tipo islote de forma esférica entre el tejido acinar (Figura 9-A).

Lote control con extracto (NDE)

Estructuras acinares desarrolladas en conformaciones l6bulo acinar. Se observaron
células endocrinas organizadas en estructuras redondeadas tipo islote asi como
pequefios grupos de células endocrinas asociados a ductos y vasos sanguineos entre la
masa acinar (Figura 9-B).

Lote diabético (D)

Se observd retraso en la organizacion del tejido pacreatico en el que fue posible
distinguir grandes agrupaciones irregulares de células endocrinas asociadas a epitelio
ductal y vasos sanguineos. No se observan estructuras redondeadas tipo islote.

Las diferencias en la organizaciéon histolégica del pancreas fetal del lote D con
respecto al lote ND es que en el primero es posible distinguir un retraso en la
organizacion del tejido endocrino al observarse grupos de células con estructuras
irregulares de gran tamafo embebidas en el tejido acinar mientras que en el lote ND
se observaron estructuras redondeadas tipo islote, organizaciéon caracteristica del
tejido endocrino.

Lote diabético con extracto (DE)

Se observaron grandes agrupaciones de células endocrinas en estructuras tipo islote
asi como agrupaciones endocrinas de gran tamafio y bordes irregulares asociadas a
tejido acinar, ductos y vasos sanguineos. El tejido acinar se observé en su
conformacidn tipica l6bulo-acinar (Figura 9-D).

Las diferencias en la organizacién histoldégica del pancreas de los fetos del lote DE con
respecto al lote ND es que en el primero fue posible observar grupos celulares
endocrinos organizados en estructuras redondeadas tipo islote de gran tamafo y
grandes grupos de células endocrinas de bordes irregulares contrario a lo observado
en el lote ND en donde fue posible observar estructuras redondeadas tipo islote, las
observaciones realizadas no indican retraso en la organizacion del tejido endocrino en
los fetos de ratas diabéticas (DE) que recibieron extracto butanoélico de Equisetum
myriochaetum.

56



Los pancreas de los fetos correspondientes a los grupos D y DE presentan un retraso
en la organizacion del tejido exocrino evidenciado por agrupaciones celulares de gran
tamafo asociadas a tejido acinar, dicho retraso fue mas evidente en los pancreas de
fetos de ratas diabéticas (D) contrario a lo observado en los grupos ND y NDE en cuya
organizacion endocrina es posible distinguir estructuras redondeadas tipo islote
caracteristicas del pancreas murino.

En todos los lotes fue posible observar tejido exocrino con su organizaciéon acinar

caracteristica.

Tabla 14. Resultados histoldgicos

LOTE

RESULTADOS HISTOLOGICOS

Tejido exocrino

Tejido endocrino

Lote control ND

Estructuras acinares
desarrolladas con
conformacion lébulo-acinar
tipica.

Agrupaciones de células endocrinas en
estructuras redondeadas tipo islote
entre el tejido acinar.

Lote control con extracto (NDE)

Estructuras acinares
desarrolladas en
conformaciones lébulo acinar.

Agrupaciones de células endocrinas en
estructuras redondeadas tipo islote
entre el tejido acinar. Presencia de
pequeifios grupos celulares asociados a
ductos y vasos sanguineos entre la masa
acinar.

Lote diabético (D)

Estructuras acinares en
confomaciones lébulo acinares.

No se observan estructuras redondeadas
tipo islote. Se observan agrupaciones
celulares de gran tamafio asociadas al
epitelio ductal y vasos sanguineos.
Retraso en la organizacion del tejido
endocrino.

Lote diabético con extracto (DE)

El tejido acinar se observd en
su conformacion tipica l6bulo-
acinar

Agrupaciones de células endocrinas en
estructuras redondeadas tipo islote asi
como agrupaciones irregulares de gran
tamafio de células endocrinas asociadas
al tejido acinar, ductos y vasos
sanguineos.
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Figura 9. Micrografias de pancreas de fetos de 21 dias de gestacion con tincion Hematoxilina-Eosina,
d=ductos, ac= acinos, ce=células endocrinas, vs=vasos sanguineos. Lote ND 40X Lote NDE 40X Lote D
40X Lote DE 40X.

58



6.10 Resultados inmunohistoquimicos

Lote control (ND)

El dia 21 de la gestacion se observo en los pancreas de fetos de ratas controles células
[ positivas a insulina en agrupaciones endocrinas tipo islote (Figura 9ND), la
inmunopositividad se observé en el centro de dichas estructuras con escasas células
positivas en la periferia de los islotes.

Lote control con extracto (NDE)

Se observaron agrupaciones de células {3 positivas a insulina en estructuras tipo islote,
la inmunopositividad se observé en el centro de dichas estructuras y ocasionalmente
en la periferia de éstas. Se observaron pequefios grupos celulares positivos a insulina
asociados a ductos pancreaticos y tejido exocrino (Figura 10 NDE).

Lote diabético (D)

Se observaron células 3 positivas a insulina distribuidas entre la masa endocrina asi
como células positivas a insulina asociadas a los ductos pancreaticos (Figura 10 D).

Lote diabético con extracto (DE)

Se observaron células 3 positivas a insulina dispersas en las estructuras tipo islote
localizadas en su mayoria en el centro de éste. Se observaron pequeflos grupos
celulares positivos a insulina entre el epitelio ductal y el tejido exocrino (Figura 10
DE).

La diferencia en la inmunopositividad entre el grupo ND y el grupo D es que en el
primero las células positivas a insulina se localizan principalmente al centro de la
agrupacion tipo islote concordando con la organizacién tipica del islote en murinos,
mientras que en el grupo D la inmunopositividad fue menor y distribuida en las
estructuras tipo islote evidenciando retraso en la organizacién del pancreas
endocrino.

Contrario a lo observado en el ND los pancreas fetales del lote NDE presentaron
inmunopositividad a insulina en el centro del islote asi como escasas células positivas
a insulina en los bordes del mismo e inmunopositividad en agrupaciones endocrinas
asociadas a acinos y ductos. Por otro lado en los fetos del lote DE se observé baja
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inmunopositividad y ésta se distribuyé en las estructuras tipo islote aunque la
abundancia de células positivas a insulina fue mayor en el centro de dicha estructura,
se observaron células positivas a insulina entre el tejido acinar.

Tabla 15. Resultados inmunohistoquimicos

LOTE

RESULTADOS INMUNOHISTOQUIMICOS

Lote control ND

Células P positivas a insulina en agrupaciones tipo islote, la
inmunopositividad se observd en el centro de dichas estructuras
con escasas células positivas en la periferia de los islotes (Figura 9
ND).

Lote control con extracto (NDE)

Células B positivas a insulina en agrupaciones tipo islote, la
inmunopositividad se observé en el centro de dichas estructuras y
ocasionalmente en el borde de éstas. Pequefios grupos celulares
positivos a insulina asociados a ductos pancreaticos y tejido
exocrino (Figura 9 NDE).

Lote diabético (D)

Células 8 positivas a insulina distribuidas entre la masa endocrina.
Células positivas a insulina asociadas a los ductos pancreaticos
(Figura 9 D).

Lote diabético con extracto (DE)

Células B positivas a insulina dispersas en la estructura tipo islote
localizadas en su mayoria en el centro de ésta. Pequefios grupos
celulares positivos a insulina entre el epitelio ductal y el tejido
exocrino (Figura 9 DE).
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Figura 10. Micrografias de pancreas de fetos de 21 dias de gestacién marcado anticuerpo anti-insulina
y Hematoxilina-Eosina, las flechas indican inmunopositividad. Lote ND 40X Lote NDE 40X Lote D 40X
Lote DE 40X.

Tabla 16. Determinacion cualitativa de la inmunopositividad al anticuerpo anti-insulina en pancreas de

fetos de 21 dias de gestacion.

Lote ND NDE DE
Inmunopositividad +++ ++ ++
a insulina
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7. DISCUSION

La diabetes mellitus es una enfermedad crénica progresiva que se ha convertido en
uno de los principales problemas de salud a nivel mundial, debido al incremento en su
prevalencia, cronicidad y complicaciones incapacitantes.

Actualmente existen diversos tratamientos farmacolégicos cuyos mecanismos de
accién son diferentes, y que corrigen la hiperglucemia actuando sobre uno o mas de
los trastornos fisiopatolégicos de la enfermedad, asi como diferentes propuestas de
abordaje, sin embargo es importante tener en cuenta que los esquemas no son
aplicables a todos los pacientes y serd responsabilidad del médico la eleccién que
debera individualizarse para cada paciente ya que todos tiene efectos secundarios que
deberan tomarse en cuenta.

A pesar de la gran variedad de fArmacos que existe y la posible combinacién de ellos,
ademas de las diferentes estrategias de abordaje, para fines practicos, los pacientes
estdn, en su mayoria, descontrolados y después de varios afos, desarrollan las
complicaciones tardias que caracterizan a esta enfermedad, con el alto costo social y
econdmico que ello implica.

Otra alternativa para controlar los niveles de glucosa es a través de la medicina
tradicional que ha adquirido Gltimamente gran auge a nivel mundial y actualmente se
realizan grandes inversiones para el desarrollo de fitomedicamentos. Los
fitomedicamentos difieren sustancialmente de los medicamentos quimico-
farmacéuticos en sus ingredientes ya que mientras que estos ultimos estan
compuestos por quimicos puros, la mayoria de los fitomedicamentos presentan
extractos vegetales con numerosos compuestos. Por ello la fuente del material vegetal,
su calidad de produccioén, los procedimientos con los que se producen y especialmente
la estandarizacion del extracto son de gran importancia (10).

Teniendo en cuenta la aceptacion de los tratamientos herbolarios y que en muchos
casos, son el Unico tratamiento al cual tiene acceso los habitantes de zonas aisladas, es
posible que la implementaciéon de este tipo de tratamientos, después de realizar
estudios cientificos controlados, contribuya a que los pacientes se apeguen mejor al
tratamiento y logren controlar sus niveles de glucosa.

Se ha reportado que 500 especies de plantas son utilizadas empiricamente para el
control de la diabetes mellitus, entre ellas se encuentra Equisetum myriochaetum,
comunmente conocida como “cola de caballo”.

En estudios crénicos con modelos animales con diabetes inducida con STZ y con
pacientes diabéticos de reciente diagndstico, se ha demostrado el efecto
hipoglucemiante de Equisetum myriochaetum ( 88, 90 91, 92), pero no hay trabajos
publicados en relacién al efecto de su administracién durante la gestacion, y en
consecuencia, no hay reportes sobre su efecto en el desarrollo embrionario.
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Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que en el dia 21 de gestacion
habia una disminucién significativa en los niveles de glucosa de las ratas del lote
diabético que recibi6 durante 17 dias el extracto butandlico de Equisetum
myriochaetum (DE 388+39.60 mg/dl) al compararlo con el lote diabético sin
tratamiento (D 436+31.84 mg/dl) (p<0.0001). Se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas (p< 0.0001) al comparar ND vs D, DE y NDE vs D, DE; lo
que indica que aunque el extracto ejerce efecto hipoglucemiante en las ratas del lote
DE los niveles de glucosa no se reducen hasta alcanzar los niveles de los lotes ND y
NDE.

La reduccién en los niveles de glucosa de las ratas gestantes a las que se les
administré el extracto butanélico de Equisetum myriochaetum se puede explicar
debido a que algunos componentes del extracto, como el caempferol, que forma parte
de la familia de bio-flavonoides, tienen la capacidad para evitar la absorcién de
glucosa y mejoran la tolerancia a ésta (105) ademas de que protege a las células 3,
permitiendo una mayor viabilidad y una reduccion del indice apoptético (106).

Los resultados de este trabajo mostraron que las ratas gestantes de los cuatro lotes
aumentaron de peso a lo largo de la gestacion, siendo el lote ND el que mayor
ganancia de peso tuvo con un promedio de 119.31 g y seguido por el lote NDE que
incrementé un promedio de 111.03 g. Este hecho puede atribuirse a que los dos
primeros tercios de la gestaciéon se caracterizan por el metabolismo materno
anabdlico con hiperfagia que estimula el aumento de peso, depdsitos de grasa e
incremento de masa magra, asi como el incremento en los niveles de leptina e insulina
sérica, sensibilidad a la insulina normal o ligeramente aumentada debido al consumo
de glucosa por parte de la placenta y el feto, motivo por el cual la madre puede
presentar hiperglucemia en ayuno y aunque en esta etapa el crecimiento fetal es
limitado, la diferenciaciéon celular y organogénesis ocurren en este periodo. El
aumento de peso en la madre al inicio de la gestacion es seguido de una etapa
catabdlica en la que la sensibilidad a la insulina por parte de la madre disminuye
promoviendo la lipélisis y cetonemia en el ayuno e hiperglucemia postprandial,
ofreciendo al feto mayor oferta de nutrientes favoreciendo su crecimiento al
incrementar el tejido graso y aumentando sus reservas de glucégeno hepatico (99).

Los lotes D y DE presentaron menor aumento de peso, 57.6 y 62.86 g respectivamente,
con una disminucion de peso al dia 8 de gestacion, dicha condicién se asocia con la
pérdida de proteinas debido a la imposibilidad de utilizar los carbohidratos ingeridos
como fuente de energia recurriendo a los depédsitos de glucégeno existentes en el
higado y musculo (62).

El dia 8 de gestacidn, el peso promedio de las ratas del lote D fue significativamente
menor (p<0.038) al compararlo con el lote ND; el dia 11 de gestacidn, el peso de las
ratas del lote D fue significativamente menor (p<0.0001) al compararlo con los lotes
NDE, D y DE, misma que se mantuvo hasta el dia 21 de gestacién (p<0.0001). Como se
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observa en los resultados, durante la gestacion los lotes D, NDE y DE tuvieron menor
incremento de peso que el grupo ND, sin embargo no hay diferencias significativas. Al
analizar los datos se observd que el peso promedio que se incrementé durante la
gestacion en las ratas del lote NDE es similar al peso promedio de las ratas del lote ND
(111.03 gy 119.31 g, respectivamente). Por el contrario, las ratas del lote DE y D
tuvieron una incremento de peso promedio menor (62.86 y 57.6 g, respectivamente)
lo que nos sugiere que la menor ganancia de peso en el lote DE se debe
exclusivamente al efecto de la diabetes y no es causado por la ingesta del extracto de
E. myriochaetum.

Por otro lado, el aumento de peso en las ratas del lote ND también puede atribuirse a
que dicho lote presenté un nimero de fetos promedio por rata de 11, siendo éstos los
de mayor peso (2.29+0.023g) y longitud (54.31+0.31 mm), contrario a lo observado
en los lotes NDE (10 fetos, 2.18+0.030 g, 53.97+0.27 mm), D (9 fetos, 1.95+0.045g,
50.77+0.50 mm) y DE (10 fetos, 2.08+0.039g, 52.67+0.37 mm), cuyo promedio de
fetos fue menor siendo éstos mas pequenos y de menor peso.

Yamada et al. demostraron que la diabetes inducida con STZ eleva el gasto de energia
en ratas Wistar gestantes hasta en un 16% y como consecuencia aumentan la ingesta
de alimento; sin embargo, la sintesis protéica es poco eficiente probablemente
asociada a alteraciones gastrointestinales relacionadas con el funcionamiento en
uniones gap, lo que da lugar a una disminucién de la motilidad gastrointestinal y con
ello 1a reduccién en la absorcién de nutrientes, lo que repercute directamente en el
peso de la rata gestante, asi como en el de su descendencia (100, 101).

Los fetos del lote D pesaron menos y fueron de menor talla que los fetos de los lotes
DE, NDE y ND. Estos resultados concuerdan con lo reportado en otras investigaciones
(102, 103, 104) que aseguran que la diabetes materna ocasiona un retraso en el
desarrollo y crecimiento fetal. Los resultados obtenidos en relacién al peso y talla fetal
en los lotes que recibieron extracto butandlico de Equisetum myriochaetum nos
sugieren que éste tiene un efecto benéfico en el crecimiento de los fetos de madres
diabéticas ya que encontramos que el peso y talla de los lotes NDE y DE no presentan
diferencias significativas y ambos son significativamente mayores que los de los fetos
del lote D. Estos resultados sugieren que la administracion del extracto butanélico de
Equisetum myriochaetum favorece el crecimiento del feto en condiciones diabéticas,
aunque sin llegar a igualar a los presentados por el lote control, dicha condicion
puede estar asociada al efecto hipoglucemiante de Equisetum myriochaetum el cual
reduce los niveles de glucosa en la madre, permitiendo al feto desarrollarse en un
ambiente intrauterino menos hiperglucémico.

Se ha reportado que el nimero de fetos por cuerno uterino es determinante en el peso
de éstos. De esta manera, cuando el nimero de fetos por cuerno uterino es menor el
peso de éstos es mayor (107); la posiciéon intrauterina también estd involucrada en el
peso fetal, se ha reportado que los fetos de menor peso se localizan en la parte media
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del cuerno uterino mientras que los de mayor peso se localizan cercanos a los ovarios
(107, 108). El sexo del feto se relaciona con el peso, se ha reportado que los machos
son mas pesados que las hembras, sin embargo el peso de las placentas es similar en
ambos sexos (108). Los lotes ND y NDE tuvieron mayor ndmero de fetos el dia 21 de
gestacion (n=78 y n=80, respectivamente) lo cual nos indica que el extracto butanélico
de E. myriochaetum no ejerce efectos negativos en el nimero de fetos por camada. El
numero de fetos en el lote D y DE (n=69 y n=73) fue menor que en los lotes controles,
lo cual sugiere que el estado hiperglucémico de las madres proporciona un ambiente
intrauterino alterado para el desarrollo de los fetos, reflejado en el mayor nimero de
reabsorciones y, por lo tanto, menor nimero de fetos el dia 21 de gestacion.

En humanos se ha reportado que la incidencia de abortos en embarazos complicados
con diabetes mellitus tipo 1 es del 17.5% y en mujeres con diabetes mellitus tipo 2 es
de 13.6%, contrario a 12% presentado en mujeres no diabéticas. Los abortos en
mujeres diabéticas se relacionan con el mal control glucémico ya que la hiperglucemia
estimula diferentes vias, como la via aldolasa reductasa, estrés oxidativo y protein
cinasa C, que producen dafio y disfuncién celular con anormalidades en la
angiogénesis, crecimiento y apoptosis anormal, favoreciendo los abortos espontaneos
(109).

Se registraron reabsorciones en los lotes D y DE, 5 y 3 respectivamente, los lotes ND y
NDE no presentaron reabsorciones lo que demuestra que las reabsorciones se debe a
la hiperglucermia y no a la administracién del extracto. Se ha sugerido que las
malformaciones asi como las reabsorciones pueden atribuirse al estrés oxidativo
caracteristico de los cuadros diabéticos inducidos por STZ (110).

En el presente trabajo no se observaron malformaciones macrosémicas, sin embargo
las malformaciones en la descendencia de madres con diabetes inducida por STZ mas
frecuentes son las derivadas de defectos de cierre del tubo neural, entre ellas se
encuentran: anencefalias, exencefalias, microcefalia y espina bifida (110).

Se sabe que la presencia de ROS es un factor clave en el aumento de reabsorciones y
malformaciones de crias de madres diabéticas. Un efecto muy importante de la
sobreproduccién de ROS es el aumento en la peroxidacién lipidica, que favorece la
formacién de isoprotanos, a través de la reaccion no enzimdatica del acido
araquidonico con radicales libres, que resulta altamente perjudicial para el embrion.
Se sabe que la hiperglucemia materna aumenta la produccién de ROS al mismo tiempo
que disminuye la eficiencia de los mecanismos que atentan los dafios causados por
éstos, por lo que se presenta una disminuciéon de enzimas antioxidantes como la
superoxido dismutasa (SOD), glutation y catalasa, hecho que se relaciona
directamente con el aumento de malformaciones, disminucién del peso y talla de los
fetos y crias de ratas diabéticas (104).
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El tamano de la placenta esta directamente asociado con el peso del producto al nacer
(111, 112). Se ha demostrado que anormalidades tales como diabetes gestacional,
hipertensién y anemia durante el embarazo influyen en el funcionamiento, peso y
tamafo de la placenta como respuesta adaptativa para mantener su Optimo
funcionamiento (111, 113). En virtud de las multiples funciones de la placenta se ha
propuesto que dicho 6rgano desempefia un papel clave en la programacion fetal y que
cualquier cambio en el patréon de funcionamiento altera el desarrollo del feto,
conduciendo al desarrollo de enfermedades cardiovascular y metabdlicas en la vida
adulta (114).

Se observo que las placentas de los lotes D y DE fueron de mayor peso, 0.842 y 0.840
g, respectivamente, que las placentas de los lotes ND y NDE, 0.601 y 0.596 g
respectivamente. Al no encontrarse diferencias significativas entre el peso de las
placentas de los lotes ND y NDE se puede concluir que la administracion del extracto
no altera el desarrollo de la placenta, y al no encontrarse diferencias significativas en
el peso de las placentas de los lotes D y DE podemos inferir que a pesar de las
propiedades hipoglucemiantes atribuidas al extracto, su efecto no es capaz de
minimizar las alteraciones en las placenta producidas por un estado diabético lo que
se refleja en un mayor peso placentario.

La variacién en el peso y estructura de las placentas de fetos de ratas con diabetes
inducida por STZ fue documentada por Loredo (115), quien reporté que la estructura
placentaria de 20 dias de gestacion presenta adelgazamiento de las vellosidades como
resultado de la disminucién de tejido conjuntivo, incremento en la vascularizacién de
la region laberintica, menor grosor de los vasos sanguineos y dilatacion de los mismos
asi como un aumento en la extensiéon y nimero de capas del espongiotrofoblasto y un
aumento de células ricas en glucégeno en el trofoblasto.

Es necesario llevar a cabo estudios que pongan de manifiesto el efecto del extracto
butandlico de Equisetum myriochaetum en el desarrollo de las placentas y su
estructura histolégica, asi como las posibles repercusiones en su funcionamiento.

Aunque no se sabe con exactitud los mecanismos que regulan la posicién fetal en el
cuerno uterino y las diferencias en el momento de la implantacién, se ha registrado
que al inicio de la gestacidn estos acontecimientos influyen en la correlacién entre el
peso del feto y de la placenta, lo que se explica con el hecho de que los tejidos del feto
y la placenta crecen de manera similar en etapas tempranas del desarrollo. Sin
embargo en estados de desarrollo mas avanzados (E 17), los factores genéticos tienen
una influencia menor en el crecimiento de ambas estructuras y el 6ptimo crecimiento
del feto depende en gran medida del medio intrauterino, asi como del desarrollo y
funcionamiento de la placenta.

Neroli et al. (108) reportaron que fetos de ratas sanas presentan una correlacion
positiva con el peso placentario el dia 13 de gestacion (r =0.322), el dia 17 la

66



correlaciéon es negativa (r=-0.485) y el dia 21 de gestaciéon dicha correlacion es
inexistente.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran una baja correlacién entre el peso
fetal y el peso placentario en los lotes ND (r=0.198) y NDE (0.358) el dia 21 de
gestacion mientras que en los lotes D y DE la correlacion es inexistente, este hecho
puede atribuirse a que en estados diabéticos la estructura y funcionamiento de la
placenta se ve alterado evitando con ello el dptimo transporte de nutrientes de la
madre al producto, dando como resultado descendencia de menor talla y peso (102,
103, 104, 115). Los resultados en la baja correlacién en el lote NDE y la nula
correlaciéon en el lote DE nos sugieren que el extracto butandlico de Equisetum
myriochaetum no ejerce efectos sobre el crecimiento del feto y la placenta.

Se ha observado que existen cambios morfolégicos de gran importancia en la
estructura del pancreas endocrino de crias de ratas con diabetes inducida con STZ
(116). En este trabajo se observd retraso en la organizaciéon histolégica del tejido
pancredtico en los fetos del lote diabético (D), evidenciado por la ausencia de
agrupaciones tipo islote y la presencia de agrupaciones celulares de gran tamafo
asociadas al epitelio ductal y vasos sanguineos. Los fetos de ratas diabéticas que
recibieron durante 17 dias extracto butandlico de Equisetum myriochaetum (DE)
presentaron agrupaciones de células endocrinas en estructuras redondeadas tipo
islote, asi como agrupaciones irregulares de gran tamafio de células endocrinas
asociadas a tejido acinar, ductos y vasos sanguineos. Por el contrario en los fetos de
las ratas del lote ND el tejido endocrino se organizé en agrupaciones de células en
estructuras redondeadas tipo islote entre el tejido acinar y en los fetos de las ratas del
lote NDE se observaron agrupaciones de células endocrinas en estructuras
redondeadas tipo islote entre el tejido acinar, asi como pequefios grupos celulares
asociados a ductos y vasos sanguineos entre la masa acinar.

De acuerdo con los resultados obtenidos podemos sugerir que el extracto butandlico
de Equisetum myriochaetum administrado a ratas gestantes diabéticas no evita el
retraso en el desarrollo de pancreas de su descendencia, pero este retraso es menos
severo lo cual queda evidenciado por la presencia de agrupaciones celulares tipo
islote, que no se observaron en el lote D, aunque coexistiendo con agrupaciones
irregulares de gran tamafio de células endocrinas asociadas a tejido acinar, ductos y
vasos sanguineos.

El retraso en el desarrollo y diferenciacién del tejido pancreatico en crias y fetos de
ratas diabéticas fue reportado por Moran-Zanabria (103) quien observé que la
diferenciacién celular en el pancreas de ratas se presenta el dia 15 de gestacion,
evidenciando un retraso en el desarrollo de fetos de ratas con diabetes inducida por
STZ ( 50 mg/kg), observandose un retardo en la fusién de los primordios pancreaticos
y baja actividad proliferativa del tejido epitelial pre-ductal. El retraso en la
proliferacién celular endocrina y desarrollo pancreatico fue evidente a lo largo de
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toda la gestacion y hasta el primer dia de vida extra uterina (1d.V.E.U.).
Particularmente se observo que el dia 21 de gestacion los fetos de ratas diabéticas
presentaron una disminucién en la actividad proliferativa de células endocrinas,
retrasando la formacion de islotes.

Estudios inmunohistoquimicos han puesto de manifiesto que los fetos de 21 dias de
madres sanas presentan abundantes células positivas a insulina al centro de los
islotes. En contraste los fetos de madres diabéticas presentan escasa
inmunopositividad a insulina en células  y con frecuencia presentan vacuolizacion
(116). Los resultados de este estudio concuerdan con lo reportado previamente, los
fetos de ratas sanas presentaron células (3 positivas a insulina localizadas en el centro
de las agrupaciones tipo islote, por el contrario los fetos de madres diabéticas
presentaron células inmunopositivas a insulina ampliamente distribuidas en las
agrupaciones endocrinas, asi como células asociadas a ductos pancreaticos.

El retraso en la organizacién del pdancreas fue evidenciado también por Ila
inmunopositividad a insulina presentada en el lote D y DE, en los que se pudo
observar que ésta se extiende en la masa celular endocrina sin llegar a restringirse al
centro de la agrupacién e incluso presentando positividad a insulina en células
dispersas entre el tejido acinar y ductal, contrario a lo observado en los pancreas de
fetos del lote ND en donde la inmupositividad se present6 principalmente en el centro
del islote y escasamente en células asociadas a ductos. El retraso en la organizacion
del pancreas en los fetos del lote D se evidencié en la amplia inmunopositividad a
insulina en las agrupaciones tipo islote, asi como la positividad en células asociadas a
ductos y tejido acinar; este hecho se debe a que el feto no sintetiza glucosa por lo que
existe una transferencia constante de la circulacién materna a la fetal, la unidad feto
placentaria consume hasta 50% de la glucosa de la madre por lo que si ésta es
diabética el feto se desarrollara en un medio hiperglucémico que estimularda su
pancreas a una mayor secrecion de insulina (117).

Los resultados obtenidos en el lote D concuerdan con los reportados en la literatura,
en la que se asevera que debido a que, la descendencia de madres diabéticas crece en
un ambiente metabdlico alterado la madre le transfiere por la placenta grandes
cantidades de glucosa, lipidos y aminodcidos que estimulan el pancreas fetal,
ocasionando diversos efectos. Se ha observado que cuando las madres presentan
diabetes severa los fetos se enfrentan a concentraciones elevadas de glucosa, lo que
produce hiperglucemia fetal severa que ocasiona hipertrofia de las células 3 y puede
conducir a hiperinsulinemia temprana; esta adaptacién, sin embargo, parece ser
limitada y la sobreestimulacién de las células 8 ocasiona que la secrecién de insulina
sea mas rapida que su biosintesis por lo que ocasiona la hipertrofia de las células 3
que en estados de desarrollo mas avanzados son incapaces de secretar insulina, dando
como resultado hipoinsulinemia fetal (118-120).
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De acuerdo con los resultados obtenidos respecto a la inmunopositividad a insulina en
el pancreas de fetos de las ratas del lote DE podemos inferir que el efecto
hipoglucemiante de Equisetum myriochaetum en las madres no evita que su
descendencia presente alteraciones en la secrecién anormal de insulina, hecho que se
refleja la baja inmunopositividad de las células {3 a insulina. Sin embargo, nuevamente
se observa que el retraso no es tan severo como en el lote D ya que la mayor
inmunopositividad a insulina esta concentrada en el centro de las estructuras tipo
islote.

Se sabe que durante la vida fetal temprana las células § no responden ante el estimulo
de la glucosa, sin embargo se ha reportado que un ambiente hiperglucémico las
células [ fetales son capaces de liberar insulina como respuesta al cierre de canales K*
sensibles a ATP, ocasionando la despolarizacién de la célula y permitiendo la entrada
de iones de Ca2* a la célula, condicién que desencadena la exocitosis de los granulos de
insulina. En etapas de desarrollo mas avanzado, un ambiente intrauterino
hiperglucémico moderado ocasiona hiperinsulinemia fetal e hiperplasia de las células
B, mientras que hiperglucemias severas retardan su proliferacion (116).
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8. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el tratamiento con extracto
butanolico de Equisetum myriochaetum en ratas Sprague-Dawley gestantes con
diabetes inducida con STZ durante 17 dias en una dosis de 6.0 mg/kg:

- Favorece la disminucién de los niveles de glucosa el dia 21 de gestacidn, sin embargo
éstos no se igualan a los obtenidos por los lotes no diabéticos (ND y NDE).

- No favorece el aumento de peso en ratas gestantes, sin embargo se observa una
mayor ganancia de peso en comparacion con el lote D pero sin llegar a igualar los
obtenidos por los lotes ND y NDE.

- No induce malformaciones macroscépicas

- Reduce el nuimero de reabsorciones y eleva el nimero de fetos vivos al dia 21 de
gestacion en comparacion con el lote diabético sin tratamiento.

- No ejerce efecto en el peso placentario de fetos de madres diabéticas, lo cual fue
evidenciado en el mayor peso de las placentas del lote DE en comparacion con el peso
placentario en fetos de ratas sanas. Los pesos de las placentas de fetos del lote D y DE
no presentan diferencias significativas.

- Favorece el crecimiento de los fetos de madres diabéticas, lo cual se reflejé en mayor
peso y mayor talla en los fetos de madres diabéticas que recibieron el extracto al
compararlos con los fetos del lote de ratas diabéticas sin el tratamiento.

- Disminuye el retraso en el desarrollo del pancreas de fetos de madres diabéticas, lo
cual se ve reflejado en la organizacion histolégica, en donde fue posible observar
estructuras tipo islote, asi como en la inmunopositividad al centro de dicha
estructura, organizacidn tipica del pancreas en ratas.

9. PERSPECTIVAS

Dado el alto porcentaje de la poblacion utiliza la medicina tradicional y la aceptacion
que tiene, ademas de que para las poblaciones aisladas es la Unica alternativa de
tratamiento, es sumamente importante estudiar el efecto de la administracion del
extracto de Equisetum myriochaetum sobre el desarrollo embrionario y determinar si
este tratamiento se puede administrar durante la gestacion.

En este estudio se demostr6 que su administraciéon no ejerce efectos teratogénicos
macroscépicos, se demostré una reduccién en el nimero de reabsorciones, un
incremento, en el nimero de fetos vivos y en el peso y talla de éstos. Un hallazgo
importante fue la disminucién en el retraso en el desarrollo del pancreas de fetos de
madres diabéticas, lo cual podria ser un efecto “protector” ante la agresion de la
hiperglucemia materna sobre el desarrollo fetal.

Sera importante hacer estudios en las crias de madres diabéticas tratadas con
Equisetum myriochaetum para conocer el desarrollo posnatal y analizar la estructura y
funcién del pancreas en la vida adulta, comparandolo con la de aquellas crias de
madres diabéticas que no recibieron tratamiento durante la gestacion.
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11. ANEXOS

11.1 Clasificacion etiologica de la Diabetes mellitus (6)

1. Diabetes tipo 1 (destruccion de células  que causa una relativa a absoluta deficiencia de la insulina)

A. Mediada por mecanismos inmunologicos
B. Idiopatica

11. Diabetes tipo I (rango variable desde resistencia a la insulina predominante con deficiencia relativa de insulina a defecto en la secrecién de insulina con

resistencia a ésta).

111. Otros tipos especificos de Diabetes

A. Defectos genéticos en la funcidn de la célula § en:

1. Cromosoma 12 HNF-1a (MODY3)
2. Cromosoma 7, glucocinasa (MODY2)
3. Cromosoma 20, HNF-4a  (MODY1)

4. Cromosoma 13, Factor promotor de insulina-1 (IPF-1; MODY4)

5.Cromosoma 17, HNF-1 (MODY5)
6. Cromosoma 2, NeuroD1 (MODY6)
7. DNA Mitocondrial 8

Otros
B. Defectos genéticos en la accion de la insulina
1. Resistencia a la insulina tipo A
2. Lepracaunismo
3. Sindrome de Rabson-Mendenhall
4. Diabetes lipoatrofica
5. Otros
C. Enfermedades del pancreas endocrino
1. Pancreatitis
2. Trauma/pancreatectomia
3. Neoplasia
4. Fibrosis quistica
5. Hemocromatosis
6. Pancreatopatia fibrocalculosa
7. Otros
D. Endocrinopatias
1. Acromegalia
2. Sindrome de Cushing
3. Glucagonoma
4. Feocromocitoma
5. Hipertiroidismo
6. Somatostatinoma
7. Aldosteronoma
8. Otros

E. Sustancias quimicas o firmacos capaces de inducir diabetes

1. Vacor
2. Pentamidina
3. Acido nicotinico
4. Glucocorticoides
5. Hormona tiroidea
6. Diazoxido
7. Agonistas andrenérgicos 3
8. Tiacidas
9. Dilantinas
10. Interferén o
11. Otros

F. Infecciones
1. Rubéola congénita
2. Citomegalovirus
3. Otros

G. Formas poco comunes de Diabetes mediada inmunolégicamente

1. Sindrome del “hombre rigido”
2. Anticuerpos para el receptor de insulina
3. Otros

H. Sindromes que algunas veces se acompafan de Diabetes

1. Sindrome de Down

2. Sindrome de Klinefelter

3. Sindrome de Turner

4. Sindrome de Wolfram

5. Ataxia de Friedreich

6. Corea de Huntington

7. Sindrome de Laurence-Moon-Biedl
8. Distrofia mioténica

9. Porfiria

10. Sindrome de Prader-Willi
11. Otros

1V. Diabetes mellitus gestacional (GDM)
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11.2 Inmunohistoquimica. Método de inmunohistoquimica de doble anticuerpo
con peroxidada.

1.
2.
3.

vt

N

elaboracién de amortiguador PBS a un pH 7.0-7.2 . detergente Twin 2.0 al 0.1%
desparafinar cortes e hidratar hasta agua destilada

calentar laminillas en una solucién de recuperador antigénico por 30 min a
partir de que hierva el agua. Los cortes se enfrian a temperatura ambiente por
20 minutos

enjuagar los cortes en agua destilada. Se construye un cdmara himeda. Los
cortes se limpian en solucién PBS-Twin por 5 minutos

dejar reposar los cortes por 15 minutos en solucién PBS-Twin

separar las muestras con Pad-ped, se realiza el bloqueo de peroxidada
enddégena por 10 minutos (2 gotas en cada muestra )

enjuagar con soluciéon PBS-Twin por 5 minutos

colocar el bloqueador de proteinas no especificas por 10 minutos y decantar el
exceso sin lavar

se incuba el anticuerpo primario en una dilucién optima por 45 minutos
mientras que otra muestra del tejido es incubada con soluciéon PBS-Twin (la
dilucién del anticuerpo se realiza con solucién PBS-Twin)

10.se lavan los cortes en solucién PBS-Twin
11.se incuba el anticuerpo secundario por 45 minutos (Anticuerpo acoplado a

peroxidada de rabano)

12.1avar las laminillas con PBS-Twin

13.realizar la diluciéon de cromoégeno-sustrato (DAB)

14. se incuba la dilucién reveladora por 1 minuto y lavara con agua destilada

15. contrastar con Hematoxilina por 2 minutos, deshidratar y montar con Entellan

NOTA. Los cortes utilizados para este tipo de técnica deben de ser montados en
porta objetos pretratados con Poli-L-lisina para una mayor afinidad del
mecanismo inmunohistoquimico de esta técnica especifica

Soluciones

Solucion de Poli-L-lisina

diluir la Poli-L-lisina 1:10 partes en agua destilada

Los portas son incubados en esta diluciéon por 30 minutos y después secar en la estufa
toda la noche

PBS (Amortiguador de fosfatos)

- fosfato de sodio dibasico 8.5176 ¢
- fosfato de sodio monobasico 34834 ¢
- cloruro de sodio 11946 ¢
- agua destilada 1000 ml
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Ajustar pH 7.4 con OHNa3
Solucion de PBS- Twin al 0.1%

- soluciéon de PBS pH 7.4 300 ml
- solucion Twin 20 0.3ul

Solucidén de recuperador antigénico

- solucion de recuperacion antigénica 10X 10 ml
- agua destilada 90 ml

Peroxido de hidrégeno al 3%

- peroxido de hidrégeno al 30% 10 ml
- agua destilada 90 ml

Combinarse en una relacion 1:5 con alcohol metilico

- alcohol metilico (4 partes) 80 ml

- peroxido de hidrogeno al 3% (1 parte) 20 ml
Anticuerpo

- anticuerpo anti insulina (LabVision) Cocktail antiratén 1ul

- solucién PBS-Twin 349 ul



11.3 indice de abreviaturas

CPBI - Indice de proliferacién celular con bloqueo de citocinesis

D- Lote diabético

DM - Diabetes mellitus

HNF- Factor nuclear de hepatocitos

H202- Peroxido de hidrégeno (H202)

IGF - Factores del crecimiento insulinoides

IFG - glucemia alterada en ayuno

IGT- Intolerancia a la glucosa

IR- Receptor de insulina

mg/dl - miligramos por delicilitro

MODY - Diabetes del adulto de inicio en la juventud
Ngn3 - Neurogenina 3

ND- Lote no diabético

NDE- Lote no diabético con extracto

NO - Oxido nitrico

02- Radical superéxido

Pdx1- Homehobox pancreatico duodenal 1

Ptfla -Factor de transcripcién especifico del pancreas 1a
ROS -Especies reactivas de oxigeno

TNF- Factor de necrosis tumoral de citocinas

pl - microlitros
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