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RESUMEN

Estudios clinicos de fase II han demostrado que el compuesto Thelzan 101
posee caracteristicas hipoglucemiantes. El objetivo de este estudio fue probar si
Thelzdn 101 disminuia los niveles de hiperglicemia y su posible poder
regenerador de células B pancredticas en ratones CD-1 tratados con Alloxan.
Para poder observar el estado de hiperglicemia se realizo una POTG a 8 ratones
controles y 12 ratones que recibieron Alloxan, en el cual obtuvimos niveles de
hiperglicemia en ayuno de 169.5 mg/dl, con diferencias estadisticamente
significativas. Para poder evaluar el efecto hipoglucemiante a corto plazo del
Thelzén 101 por medio de una POTG, lo comparamos con Metformina. Estos
resultados mostraron diferencias estadisticamente significativas a los 30, 60 y
90 minutos con respecto al tiempo 0. Sin embargo al realizar el efecto
hipoglucemiante durante 18 dias de cuatro grupos y sin el grupo de Metformina
con lecturas de glucosa en ayuno, los resultados obtenidos no mostraron
diferencias estadisticamente significativas. Por otra parte para demostrar el
efecto regenerador se sacrificaron a los 16 ratones de los cuatrd grupos, a los
cuales se les realizé un estudio de histopatologia, en el cual se observo que los
que fueron tratados con Thelzén 101 mostraron una histomorfologia similar a
los ratones controles (sin cambios patologicos aparentes), sin embargo en los
ratones alloxanados, se observaron cambios patologicos. Cuando realizamos el
conteo de células pancredticas positivas a anticuerpos dirigidos contra insulina
por inmunofluorescencia, los grupos de ratones que fueron tratados con

Thelzdn 101 siempre presentaron una mayor cantidad de células pancredticas

con diferencias estadisticamente significativas, y en el caso de los otros grupos




que no recibieron Thelzdn 101 se observd todo lo contrario (comparativamente
contra el control, Thelzan 101 con mas islotes y Alloxan con menos islotes). Por
otra parte, en las imagenes de MET se encontro dafio severo a nivel de reticulo
endoplasmico en los ratones que se trataron con Afloxan, en cambio en los
ratones alléxanados que se trataron con Thelzdn 101 presentaron un dafo
menor y una mejoria notable. Los resultados presentados sugieren que Thelzan
101 juega un pape! importante en la regeneracion de células B. Y una

reconversion estructural del pancreas en la degeneracion inducida por Alloxan

en este tejido en ratones, por lo que se sugiere estudios a futuro.




1.-INTRODUCCION

La diabetes mellitus en todo el mundo es un problema de salud debido a que
poco menos de 150 millones de personas estan afectadas por lo cual ha sido
considerada como una de las epidemias a las cuales la poblacién le tiene temor,
no sélo por ser una enfermedad crénica sino por los cuidados médicos que ésta
requiere que van mas alld del control de la glicemia (10,24,25,). Los datos
estadisticos indican que el ndmero de adultos con diabetes se ha incrementado
en México entre 1992-2002, representando la tercera causa de muerte a nivel
nacional con una tasa de mortalidad total del 81.90 por cada 100.000
habitantes, seglin datos de la base de mortalidad INEGI-SSA y proyecciones de
poblacién (35,38). La etiologia de la diabetes meliitus todavia no esta
totalmente aclarada. Seguramente se frata de una enfermedad mulﬁfactorial
compleja. Para su manifestacion deben coincidir factores de herencia e
influencias externas. La produccién de insulina puede faltar o ser insuficiente, o
bién, se produce pro-insulina o una insulina diferente de la normal. Puede estar
trastornada la dindmica de la secrecion, de manera que la respuesta a un
estimulo de glucosa no corresponde a la demanda o no es suficientemente
rapida (5,10, 16, 31,).
2.-GENERALIDADES
2.1.-DIABETES MELLITUS
2.1.1.-Definicién

La diabetes mellitus (DM) es una alteracion en el metabolismo de los hidratos
de carbono debida a una falla o defecto en la accion de una hormona

segregada por el pancreas, la insulina (2).
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considerada como una de las epidemias a las cuales la poblacion le tiene temor,
no sélo por ser una enfermedad crénica sino por los cuidados médicos que ésta
requiere que van mas alld del control de la glicemia (10,24,25,). Los datos
estadisticos indican que el ndmero de adultos con diabetes se ha incrementado
en México entre 1992-2002, representando la tercera causa de muerte a nivel
nacional con una tasa de moralidad total del 81.90 por cada 100.000
habitantes, segin datos de la base de mortalidad INEGI-SSA y proyecciones de
poblacién (35,38). La etiologia de la diabetes mellitus todavia no esta
totalmente aclarada. Seguramente se trata de una enfermedad mulfifactorial
compleja. Para su manifestacion deben coincidir factores de herencia e
influencias externas. La produccién de insulina puede faltar o ser insuficiente, o
bién, se produce pro-insulina o una insulina diferente de la normal. Puede estar
trastornada la dindmica de la secrecion, de manera que la respuesta a un
estimulo de glucosa no corresponde a la demanda o no es suficientemente
rapida (5,10, 16, 31,).
2.-GENERALIDADES
2.1.-DIABETES MELLITUS
2.1.1.-Definicion

La diabetes mellitus (DM) es una alteracion en el metabolismo de los hidratos
de carbono debida a una falla o defecto en la accion de una hormona

segregada por el pancreas, la insufina (2).




2.1.2.-Causas

Pueden estar involucrados diversos factores como:

v

Factores genéticos

A\

Factores autoinmunes
> Virus

> Bacterias

v

Irritantes quimicos

2.1.3.-Tipos de diabetes

> Diabetes tipo 1

En este tipo de diabetes el pancreas no produce insulina o produce muy poca.
Aunque las causas exactas alin no se conocen realmente, los cientificos saben
que el propio sistema de defensa del organismo (sistemna inmunoldgico) ataca y
destruye las células productoras de insulina (células beta) y éstas no pueden
producir mas insulina. Esto generalmente ocurre en nifios y jovenes, por eso

también se le conoce como diabetes juvenil.

Debido a que la insulina es necesaria para poder vivir, las personas, con
diabetes tipo 1 deben inyectarse insulina todos los dias para poder metabolizar
los alimentos que consumen, es por eso que también se le llama Diabetes

insulino-dependiente (DMID).
» Diabetes tipo 2

En la diabetes tipo 2 el pancreas produce insulina, pero por alguna razon, el

organismo no es capaz de usarla adecuadamente, por lo que a pesar de que




existe insulina en cantidades adecuadas, los niveles de glucosa en la sangre no

son normales.

La diabetes tipo 2, es conocida también como “Diabetes de adultos" 6
(DMNID), ya que generalmente ocurre en personas mayores de 40 ahos,
aunque Ultimamente se ha incrementado el nlimero de casos en adolescentes y
nifos.

Este tipo de diabetes, generalmente también ocurre en personas con
sobrepeso. La probabilidad de presentar diabetes tipo 2 se duplica con cada

20% de exceso de peso. Se cree que el exceso de grasa en el organismo,

disminuye la funcion efectiva de la insulina (1,18, 25).
2.1.4.-Sintomas de la Diabetes

Los sintomas de la diabetes tipo 1 generalmente aparecen repentinamente y

son:

» Orina frecuente y en grandes cantidades.

> Sed excesiva.

» Hambre excesiva a toda hora.

» Pérdida de peso repentino sin causa aparente.

» Debilidad y somnolencia.

» Cambios repentinos en la vision o vision borrosa.

» Nauseas y vomitos.
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Sintomas de la diabetes tipo 2

Los sintomas de la diabetes tipo 2, generalmente aparecen gradualmente y

son:

5 QOrina frecuente y en grandes cantidades.

» Sed excesiva.

» Hambre excesiva a toda hora.

» Sensacion de cansancio.

> Cambios repentinos en la visidn o vision borrosa.

» Nauseas y vomitos.

> Infecciones frecuentes, generalmente en fas encias u orina.
» Hormigueo, entumecimiento en manos y pies.

> Picazén en la piel y genitales.

» Cortaduras y heridas que tardan en cicatrizar.

> Piel seca.

La diabetes tipo 2 (no insulino dependiente), puede pasar inadvertida por
muchos afios, Y en algunos casos es diagnosticada cuando ya se han producido
dafios irreversibles en el organismo. Por eso es recomendable que todas las

personas se realicen un examen de glicemia por lo menos una vez al ano (2,12,

18, 32,).




2.1.5.-Diagndstico
2.1.5.1.-Glucosa plasmatica.

La presencia de glucosa en concentracién superior a 200 mg/dL (11.1 mmol/L)
en plasma venoso, en ayunas, es compatible con el diagndstico de Diabetes

mellitus, si se ha presentado al menos en dos ocasiones sin otra causa que lo

justifique.

Los valores inferiores a 115 mg/dL (6.4 mmol/L) descartan el diagndstico.
Conviene destacar que el nivel sanguineo de glucosa es inferior en sangre
venosa que en sangre arterial y capilar (sangre obtenida por puncion de la
yema del dedo), de modo que el nivel de glucosa esta determinado por el

punto de extraccion de la sangre (2,39,).
2.1.5.2.-Curva de sobrecarga oral de glucosa.

Es la principal prueba de diagndstico al someter al organismo a una cantidad
estandar de glucosa que se debe administrar en un tiempo de dos horas. Se
efectlia con 75 g de glucosa oral o con 1.75 g/Kg de peso hasta 75 g, en el
caso de nifios. Se acompafia con 400 ml de agua y se ingiere en 5-10 minutos.
Segtn los grupos de expertos, se debe extraer una muestra basal y otra a las 2
horas. Normalmente la curva, si hay buena absorcién, debe superar en algin
punto los 200 mg/dL, y normalizarse a los 120 minutos, con valores inferiores a
140 mg/dL. Se considera estado de intolerancia a la glucosa, situacion que es
reversible con el tratamiento adecuado, si en el punto de los 120 minutos, la

concentracién plasmatica de glucosa estd entre 140 y 200 mg/dL. Por encima
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de este limite, el resultado es compatible con un estado de Diabetes meliitus

(2,39,).
2.1.5.3.-Glucosa urinaria.

La glucosa urinaria refleja en ausencia de dafio renal, la superacion del umbral
renal, concentracién sanguinea de la glucosa por encima de la cual apareceria
en orina. Este limite se sitlia entre 160-180 mg/dl de glucosa en sangre. Como
prueba diagndstica tiene un valor muy limitado por el cambiante grado de
dilucién que puede presentar. Sin embargo, su andlisis tiene interés dentro de

las pruebas urinarias de caracter rutinario para la deteccion de alteraciones

(39).
2.5.1.4.-Test de O'Sullivan.

Se realiza durante el sexto o séptimo mes de embarazo y se utiliza para
descartar o detectar precozmente los estados de Diabetes durante la gestacion
que en un numero muy significativo desembocaran a lo largo de la vida en
cuadros de Diabetes mellitus. Se extrae una muestra de sangre una hora
después de ingerir 50g de glucosa y no debe superar los 140 mg/dl. Si es para
diagndstico, se administran 200g y se obtienen muestras basalesalal,2,y3

hora. Los niveles méximos de la normalidad son de 105, 190, 165 y 145 mg/dl.

2.5.1.5.-Insulina o péptido C.

Tanto en la extraccion basal como tras la sobrecarga puede ser interesante

conocer los cambios de la insulina plasmética. Puede emplearse el péptido C




para valorar la produccidn pancreatica residual de insulina si el paciente se
inyecta insulina. Este péptido C es un fragmento inactivo liberado por el
pancreas en proporcién 1:1. En la Diabetes tipo 1, la produccién de la hormona
es practicamente nula, mientras que en la Diabetes tipo 2 tiende a ser elevada

para vencer la resistencia de los tejidos a su accion.
2.1.5.6.-Anticuerpos.

La diabetes meliitus tipo 1 se debe a la destruccién de origen autoinmune de
las células B del pancreas y conlleva a la deficiencia absoluta de insulina. En un
elevado porcentaje de los pacientes, se detectan anticuerpos anti-células B,
anticuerpos anti-insulina y anticuerpos anti-descarboxilasa de acido glutamico.
Estos anticuerpos se pueden detectar en ocasiones antes de la aparidén de la

enfermedad, lo que les da un gran interés predictivo (2,39).
3.-PANCREAS
3.1.-Anatomia y fisiologia del pancreas

La palabra pancreas deriva de las raices griegas "pan” que significa "todo" y
"creas" que significa carne. Estd alojado profundamente en la cavidad
abdominal y en el adulto, mide alrededor de 12 a 20 cm de largo y pesa de 70
a 120 gramos. Estd conectado al duodeno por el Diverticulo duodenal, en
donde el conducto pancreatico principal se une con el conducto colédoco. Los
términos cabeza, cuello, cuerpo y cola son utilizados para designar las regiones
del drgano de proximal a distal. En los roedores la forma del pancreas es

menos definida que en humanos (32, 33,37).
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El pancreas es Qn érgano esencialmente importante para la digestion vy la
homeostasis de la glucosa en organismos superiores. Comprende tejido
endocrino como exdcrino. Endocrinamente libera enzimas al tracto digestivo
que son requeridas para el balance nutricional, mientras que exocrinamente se
secretan diferentes hormonas al torrente sanguineo para coordinar y regular el
" uso de la glucosa (8).

Microscépicamente el pancreas exocrino es una glandula acinar lobulada y
ramificada en la que las células secretoras estan agrupadas dentro de acines.
Son de forma piramidal con niicleos basales; presentan un arreglo regular de
reticulo endoplasmico rugoso, un aparato de Golgi prominente y numerosos
granulos que contienen enzimas digestivas en forma zimogénica.

La luz de los acines es pequefia y puede ser terminal o intercalar. En la unién
de los acines y los ductos estan las células centroacinares que son cuboidales
bajas, ricas en mitocondrias; estas células secretan los componentes no
enzimaticos del jugo pancreatico, incluyendo bicarbonato.

Las células endocrinas estan agrupadas dentro de los islotes pancreaticos, que
son pequefios grupos celulares esferoidales compactos embebidos en el tejido
exdcrino. Existen cuatro principales tipos de células endocrinas. Las a (alfa) que
secretan glucagdn, B (beta) las que secretan insulina y también un antagonista
de la insulina denominado amifina, y constituyen la mayoria de células en el
islote, las d (delta) que secretan somatostatina y las PP (6 F) que secretan el

polipéptido pancredtico (Ver Figura 1). (33)
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Fig.1.Representacion esquematica de un islote pancreatico (I. Langerhans 4).
3.2.-Fisiopatologia del pancreas

La compleja maquinaria que utiliza el pancreas para cumplir con sus funciones,
emplea una cadena de eventos especializados que requieren de un proceso
altamente coordinado y adecuadamente controlado. Para tal fin utiliza barreras
de proteccibn o semaforos de transito, que laborando ordenadamente
contribuyen a que el funcionamiento se adapte y trabaje eficazmente para

mantener la homeostasis, cualquier desequilibrio conduce a diferentes

fisiopatologias, una de ellas es la Diabetes mellitus (29):




% La diabetes resulta de un desorden en el metabolismo de la glucosa
relacionado con la ausencia, administracién inadecuado o de una pobre
utilizacion de {a insulina disponible.

» Si hay deficiencia de insulina, la glucosa no puede entrar a la célula.

» Aumenta la concentracién de glucosa en el torrente sanguineo se
produce (hiperglicemia).

> El aumento en la concentracién de glucosa produce un gradiente
osmético que causa el movimiento de fluido del espacio intracelular al
espacio intersticial, de donde es eliminado por los rifiones.

> Cuando el nivel de glucosa sérico excede el potencial renal (+ 180
mg/dl), se comienza a perder en la orina (glicosuria), junto con el
agua (poliuria).

> La pérdida de fluidos causa sed excesiva (polidipsia).

> Durante la insuficiencia de insulina se pierden proteinas.

» Las proteinas y las grasas se rompen y se convierten en glucosa
(glucogénesis) por el higado.

» Esto contribuye a la hiperglicemia.

» Se activa el mecanismo del hambre (polifagia), pero la ingesta de
alimentos agrava el problema.

> Cuando la insulina estd ausente, la glucosa detiene el metabolismo
celular y el cuerpo selecciona fuentes de energia alterna, principalmente

la grasa.

> Las grasas se rompen en acidos grasos y glicerol, para ser convertida en

cuerpos cetdnicos (cido B- hidroxibutirico, acido acético y acetona).




v

Los cuerpos cetonicos pueden usarse como fuente de energia, pero su

uso es limitado.

> El exceso es eliminado en la orina (cetonuria) o por los puimones
(respiraciones cetonicas).

» Los cuerpos cetdnicos en la sangre (cetonemia) son acidos fuertes

que bajan el pH (cetoacidosis).

v

El sistema respiratorio intenta eliminar el exceso de CO; aumentando la
frecuencia y profundidad de las respiraciones (Respiraciones

Kussmaul).

v

La hiperventilacién es caracteristica de acidosis metabdlica
> la muerte celular causa que las células liberen potasio al espacio

intersticial y a la circulacion para luego ser excretado por los rinones.

v

Hipokalemia (37).
4.-INSULINA
4.1.1.-Funcién de la insulina

La insulina es la hormona sintetizada por las células B del pancreas, la cual es

bésica para la homeostasis metabdlica (4,6).

4.1.2.-Gen de insulina

El gen responsable de la sintesis de la insulina humana se localiza en.el brazo
corto del cromosoma 11 (p15.5), que consta de tres intrones y exones (Ver
Fig.2). Existen dos genes que codifican para dos moléculas: proinsulina Iy IL
Estos genes en la rata se encuentran localizados en el cromosoma 11. El gen

promotor de la insulina consta de una serie de secuencias para los elementos A,
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E, C1 y Z que se unen a proteinas de unién a secuencias especificas de DNA 6
factores de transcripcién. El transcrito de RNA tiene unos 1500 nucledtidos vy los
niveles de RNA estan modulados por glucosa, AMPc. Las citocinas, iones y

aminoacidos que también son capaces de regular la expresion del gen (4,36).

La glucosa regula la transcripcion del gen de insulina actuando sobre diversas
proteinas del complejo de activacion de la transcripcion. La glucosa estimula la
unién del factor de transcripcion PDX-1 al elemento A del promotor,
fosforilando a PDX-1 a través de la accién de la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3-

K) y la protein quinasa-2 activada por estrés(SAPK2).

La regulacién de la sintesis de insulina por la glucosa se realiza principalmente
por medio de un control post-transcripcional del RNA 'y de la traduccién a pre-

proinsulina (10,16, 31).
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Fig.2.Ideograma del cromosoma 11 humano (36).
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4.1.3.-Estructura de la insulina

La molécula de la insulina esta constituida por dos cadenas polipeptidicas y una
masa molecular cercana a 6000 Daltons. Una de las cadenas designada A, esta
compuesta por 21 aminodcidos; la otra, cadena B, posee 30 aminoacidos.
Ambos polipéptidos estan unidos entre si por dos puentes disulfuro que se
extienden desde las cisteinas en las posiciones 7 y 20 de la cadena A a las
cisteinas 7 y 19 de la cadena B, respectivamente. Entre las dos cisteinas de la
cadena A (la 6 y la 11) se establece un tercer puente disulfuro (puente
intracatenario). La presencia de estos puentes disulfuro es indispensable para
la actividad bioldgica de la hormona; Sin embargo, aunque los mas importantes
son los extremos de la cadena A y la parte intermedia de la B (Ver Fig.3).
Ademas para que haya un buen reconocimiento del receptor y una efectiva
funcion biologica de la insulina, depende también de la estructura
tridimensional y en el caso de la insulina, de la tendencia espontanea a la

autoagregacion (4,6).

CADENAB

Fig.3.Esquema de las moléculas de pre-proinsulina (NH,-1 al aminoécido 26 péptido
lider), proinsulina (cadena A, B y péptido C), e insulina (cadena A y B),(6).
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4.1.4.-Biosintesis de la insulina

La insulina se sintetiza en las células B de los islotes pancredticos como un
precusor. El primer compuesto en la secuencia de su sintesis es la "pre-
proinsulina”, péptido resultante de la transcripcion aminoacidica transmitida por

el RNA mensajero en el ribosoma.

La pre-proinsulina es transportada al reticulo endoplasmico rugoso, en donde se
pliega espacialmente y sufre una sulfo-oxidacion apareciendo 2 puentes
disulfuros en la molécula, generandose en ésta forma la "proinsuiina”,
compuesta de cadenas tipo Ay B. En el aparato de Golgi se estructura una

membrana alrededor de un nimero determinado de moléculas, constituyéndose

un granulo.

En el grénulo, bajo la accién de enzimas de naturaleza proteolitica, se escinde
progresivamente la molécula de pro-insulina, dando lugar como producto final a
cantidades equimolares de insulina y péptido C, proceso que no se completa
totalmente quedando un pequefio porcentaje de proinsulina. Adicionalmente,

existe captacién de zinc, formdandose grénulos de zinc-insulina.

Los granulos son transportados a la membrana plasmética y una vez ahi se
fusionan a ésta, liberando su contenido al espacio extracelular, asi la insulina en
forma de mondmero, junto al péptido C, es difundida hacia los capilares en

forma equimolar (4,6,12).
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Fig.4. Conversion de pre-pro-insulina a insulina. 1y II: corresponden a las
endopeptidasas 1 y 2 (4).

4.1.5.-Mecanismo de secrecion de Insulina

Hay diferentes factores que regulan la secrecion de insulina pero la glucosa es
el de mayor importancia fisioldgica, la secrecién es regulada por la interaccion
de sustratos, del sistema nervioso autonomo, de hormonas y de sefiales
intercelulares (paracrinas). Las células B tienen la capacidad de transportar a
través de la membrana plasmética grandes cantidades de glucosa mediante el
transportador especifico GLUT2 y es gracias a esta capacidad de transporte que
hay equilibrio entre la concentracion de glucosa en sangre y citosol, se inicia la

glucolisis oxidativa generando ATP, equivalentes de oxidacién y reduccion y la
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movilizacién de calcio, proceso que regula finalmente la exocitosis de insulina.
El ATP generado origina la salida de K* dependiente de ATP, la despolarizacion
de la célula, la apertura de canales de Ca**dependiente del voltaje y finalmente
la movilizacién de los granulos de insulina, que salen de la membrana por el

proceso de exocitosis (Ver Fig.5).

El tiempo de vida media de la insulina es de 4.8 minutos y el de la proinsulina

es de 17.5 minutos.

La degradacion de la insulina se realiza en higado y rifion, pero de preferencia a
nivel hepético y la del péptido C y proinsulina a nivel renal. La insulina en un

alto porcentaje es captada en su primer paso por el higado, no asi el péptido C.

El catabolismo se inicia con la ruptura de los puentes disulfuros por la accion de
la glutation insulintransferasa, para luego iniciarse la protedlisis, liberando

péptidos inactivos (4,10).
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Fig.5.Mecanismo de secrecion de la insulina (4).

4.1.6.-Modo de accion de la insulina

La accién biolégica de la insulina se realiza fundamentalmente a través de su
interaccibn con receptores especificos. Se reconocen unidades alfa,
responsables del reconocimiento de la molécula de insufina y unidadesv beta, de
ubicacién al interior de la membrana, con la funcion de transmitir el mensaje a
los efectores intracelulares (ver Fig.6). Los receptores son degradados y
resintetizados continuamente, habiéndose identificado en la actualidad el gen

responsable de su sintesis.

El nimero de receptores estd contrarregulado en forma negativa por la

concentracién de la insulina y su afinidad se reduce por la accién de otras
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hormonas, entre las que destacan las catecolaminas, glucagén, hormona de

crecimiento, corticoides, estrégenos, progesterona y lactégeno placentario (6).
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Fig.6.Representacion esquemdtica del receptor de insulina, cuando la insulina se fija a
las unidades a produce un cambio conformacional, que se transmite a la unidad By
activan a la tirosina-quinasa, adquiriendo el receptor la capacidad de autofosforilarse

(6).
5 -INDUCTORES DE DIABETES MELLITUS

5.1.-Alloxan

La induccién experimental de diabetes en ratas se logra usando quimicos que
selectivamente destruyen células B pancredticas, las sustancias mas usadas
para inducir diabetes son el alloxan y la estreptozotocina. La accién citotoxica
de ambos agentes diabetogénicos es mediada por especies reactivas de

oxigeno, sin embargo, el origen de su generacion es diferente (20,22, 23, 26).
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0
Fig.7.Estructura quimica del alloxan (9).

Alloxan [2,4,5,6-(1H,3H)-pirimidinatetrona, CsH;N;04] es un sustancia
hidrofilica e inestable, el pH es neutral y su tiempo de vida media es de 1.5
minutos y se prolonga a temperaturas por debajo de 37°C. Fue descrita por
primera vez por Brugnatelli en 1818. Wohier y Liebig usaron el nombre
“alloxan” y describieron su sintesis por oxidacion del &cido (rrico, las
propiedades diabetogénicas de este farmaco fueron reportadas muchos afios
después por Dunn. Sheehan y Mc Leite en 1943, quienes estudiaron los efectos
de su administracién en conejos y reportaron una necrosis especifica de islotes
pancreaticos. Desde entonces, el alloxdn ha sido comtUnmente utilizado en

modelos animales de diabetes mellitus insulino dependientes (7,9).

La dosis que se utiliza de este compuesto para poder inducir diabetes por via
intravenosa en ratas es de 65 mg / kg. Cuando el alloxan se administra por via
i.p o subcutanea su dosis efectiva debe ser 2-3 veces mayor, dosis
administradas por via i.p por debajo de 150 mg / Kg. pueden ser insuficientes
para inducir diabetes en ratas. Cuando los animales estan en ayuno sueien ser

mas susceptibles al alloxan (26).
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La accién del Alloxan en el pancreas es precedida por su rapida captacién por
las células B. Formando especies reactivas de oxigeno debido a su reduccion. El
alloxan reacciona con dos grupos SH de la glucocinasa, resultando la formacion
de enlaces disulfuro e inactivacion de la enzima. El 4cido dialdrico se forma
como resultado de la reduccidén del Allox@n, éste es entonces re-oxidado
generando radicales superdxido. La reaccion entre el Alloxan y el acido dialdrico
provoca radicales intermediarios del Alloxan (HA) y un compuesto no
identificado que absorbe a 305 nm es formado. El Gltimo aparece cuando el
Alloxan es reducido por glutatién (GSH). Los radicales superdxido son capaces
de liberar iones férricos desde ferritina y reducirse. entonces a iones ferrosos.
Fe** puede también ser reducido por radicales de Alloxan. También los

radicales superdxido sufren dismutacion a perdxido de hidrégeno:
O.z + 0.2 + 2HT i H,02 + O,

Esta reaccion puede ocurrir espontdneamente o puede ser catalizada por
superéxido dismutasa. En la presencia de Fe** y peréxido de hidrogeno, el

aumento de radicales hidroxil reactivos son entonces formados de acuerdo a la

reaccion de Fenton.
Fe?* + Hy0, =i Fe’* + OH + OH®

Uno de los objetivos de las especies reactivas de oxigeno es el DNA de las
células de los islotes pancredticos. Su fragmentacion toma lugar en las células B
expuestas a Alloxén. El dafo al DNA estimula la poli-ADP-ribosilacién, un

proceso que participa en la reparacion de DNA.
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El Alloxén eleva libremente la concentracion de calcio en el citosol de las células
B del pancreas, induce la entrada del calcio desde fluidos extracelulares,
exagerando la movilizacion de calcio desde almacenamientos celulares y su
ilimitada eliminacion desde el citoplasma. La entrada de caicio se intensifica
debido a la despolarizacién que ejerce el alloxan, abriendo los canales de caicio
de las membranas de las células B pancreaticos. Las exageradas
concentraciones de calcio contribuyen a la liberacién supraﬁsiélégica de insulina
y especies reactivas de oxigeno, que causan el dafio de las células B
pancreaticas (24, 26,27).
GKi_g.s-

-SH-HS-
GKa

Alloxan HA Acido dialarico

-
=

| t——- 0% + O +2Hemtom H_0. 40,
&3—0— - Fez+ - OlH.-

e Aumenta el fluo de Ca2+a parir de fluido extracelular

e ovilizacion exagerada de Ca2+a partir de almacenamiento extracelular [Caz]i
Aumentado

mmepe= £ iminacion fimitada de Ca2+a partir del ctoplasma

Fig.8.Representacion esquemdtica del mecanismo de accion del alloxan (26).
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5.2.-Estreptozotocina
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Fig.9. Estructura quimica de la estreptozotocina (9).

Estreptozotocina (STZ, 2-deoxi-2-(3-(metil-3-nitrosoureido)-D-glucopiranosa),
CgHisNs0,, es sintetizada por Streptomycetes achromogenes y usada para
inducir ambos tipos de diabetes DMID, DMNID, es usada frecuentemente por
via intravenosa para inducir en ratas DMID las dosis son entre 40 y 60 mg / Kg,

altas dosis también son usadas asi como también puede ser dado en miltiples

dosis.

La estreptozotocina entra en las células B via transportador de giucosa (GLUT2)
y causa alquilacién de DNA, el DNA dafiado induce fa activacién de la poli-ADP-
ribosilacidn, conduciendo al agotamiento del NAD* y ATP. Mejorando la
defosforilacion de ATP después del tratamiento con estreptozotocina,
abasteciendo un sustrato para la xantina oxidasa resultando en la formacién de
radicales superdxido. Consecuentemente. Los radicales superdxido e hidroxilo
son también generados. La estreptozotocina libera cantidades téxicas de dxido

nitrico que inhibe la actividad de la aconitasa y participa en el dafio del DNA.
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Como resultado de la accion de la estreptozotocina, las células B sufren

destruccion por necrosis (16, 26,28).
6.-HIPOGLUCEMIANTES

Los hipoglucemiantes orales son un conjunto heterogéneo de farmacos que se
caracterizan por producir una disminucién de los niveles de glucemia,
cumpliendo con este propésito a través de mecanismos pancreaticos y/o

extrapancredticos (12,15).

6.1.-Clasificacién general de hipoglucemiantes orales

Los medicamentos existentes para el tratamiento de la Diabetes melfitus tipo 2
pueden clasificarse de acuerdo a su efecto hipoglucemiante en:
a) Secretagogos de insulina:

» Sulfonilureas:
Primera generacion; Tolbutamida, cloropropamida
Segunda generacion: Glibenclamida, glipizida y glimepirida

> Meglitinidas (glinidas): Nateglinida y repaglinida
b) Sensibilizadores de insulina:

» Biguanidas: Metformina, fenformina

> Tiazolidinedionas (Glitazonas): rosiglitazona, pioglitazona
¢) Inhibidores de la Alfa-glucosidasa:

> Acarbosa y miglitol.

6.1.2.-Mecanismo de accion de los hipoglucemianteé orales

a) Secretagogos de insulina:




hormonas, entre las que destacan las catecolaminas, glucagén, hormona de

crecimiento, corticoides, estrogenos, progesterona 'y lactégeno placentario (6).
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Fig.6.Representacion esquemdtica del receptor de insulina, cuando la insulina se fija a
las unidades a produce un cambio conformacional, que se transmite a la unidad B y
activan a la tirosina-guinasa, adquiriendo el receptor la capacidad de autofosforilarse

(6).
5.-INDUCTORES DE DIABETES MELLITUS

5.1.-Alloxan

La induccién experimental de diabetes en ratas se logra usando quimicos que
selectivamente destruyen células B pancredticas, las sustancias mas usadas
para inducir diabetes son el alloxan y la estreptozotocina. La accion citotdxica
de ambos agentes diabetogénicos es mediada por especies reactivas de

oxigeno, sin embargo, el origen de su generacién es diferente (20,22, 23, 26).
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selectivamente destruyen células B pancredticas, las sustancias mas usadas
para inducir diabetes son el alloxan y la estreptozotocina. La accién citotoxica
de ambos agentes diabetogénicos es mediada por especies reactivas de

oxigeno, sin embargo, el origen de su generacion es diferente (20,22, 23, 26).
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Fig.5.Mecanismo de secrecion de la insulina (4).

4.1.6.-Modo de accion de la insulina

La accién biolégica de la insulina se realiza fundamentalmente a través de su
interaccion con receptores especificos. Se reconocen unidades alfa,
responsables del reconocimiento de la molécula de insulina y unidadesv beta, de
ubicacién al interior de la membrana, con la funcion de transmitir el mensaje a
los efectores intracelulares (ver Fig.6). Los receptores son degradados y
resintetizados continuamente, habiéndose identificado en la actualidad el gen

responsable de su sintesis.

El nimero de receptores estd contrarregulado en forma negativa por la

concentracidn de la insulina y su afinidad se reduce por la accidn de otras
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Fig.7.Estructura quimica del alloxan (9).

Alloxan [2,4,5,6-(1H,3H)-pirimidinatetrona, C4H,N,04], es un sustancia
hidrofilica e inestable, el pH es neutral y su tiempo de vida media es de 1.5
minutos y se prolonga a temperaturas por debajo de 37°C. Fue descrita por
primera vez por Brugnatelli en 18i8. Wohler y Liebig usaron el nombre
“alloxan” y describieron su sintesis por oxidacion del acido drico, las
propiedades diabetogénicas de este farmaco fueron reportadas muchos afios
después por Dunn. Sheehan y Mc Leite en 1943, quienes estudiaron los efectos
de su administracion en conejos y reportaron una necrosis especifica de islotes
pancreaticos. Desde entonces, el alloxén ha sido comlnmente utilizado en

modelos animales de diabetes mellitus insulino dependientes (7,9).

La dosis que se utiliza de este compuesto para poder inducir diabetes por via
intravenosa en ratas es de 65 mg / kg. Cuando el alloxan se administra por via
i.p o subcutdnea su dosis efectiva debe ser 2-3 veces mayor, dosis
administradas por via i.p por debajo de 150 mg / Kg. pueden ser insuficientes
para inducir diabetes en ratas. Cuando los animales estan en ayuno suelen ser

mas susceptibles al atloxan (26).




La accién del Alloxdn en el pancreas es precedida por su rapida captacion por
las células B. Formando especies reactivas de oxigeno debido a su reduccion. El
alloxan reacciona con dos grupos SH de la glucocinasa, resultando la formacion
de enlaces disulfuro e inactivacion de la enzima. El &cido dialdrico se forma
como resultado de la reduccidn del Afloxan, éste es entonces re-oxidado
generando radicales superdxido. La reaccion entre el Alloxan y el acido dialdrico
provoca radicales intermediarios del Alloxan (HA) y un compuesto no
identificado que absorbe a 305 nm es formado. El Ultimo aparece cuando el
Alioxan es reducido por glutatién (GSH). Los radicales superdxido son capaces
de liberar iones férricos desde ferritina y redudirse entonces a iones fefrosos.
Fe** puede también ser reducido por radicales de Alloxan. También los

radicales superéxido sufren dismutacién a peréxido de hidrogeno:
0% + 0% +2H' el H,0, + 0

Esta reaccidn puede ocurrir espontineamente o puede ser catalizada por
superéxido dismutasa. En la presencia de Fe** y perdxido de hidrégeno, el
aumento de radicales hidroxil reactivos son entonces formados de acuerdo a la

reaccion de Fenton.
FeZ* + H,0, =i Fe>* + OH + OH'

Uno de los objetivos de las especies reactivas de oxigeno es el DNA de las
células de los islotes pancredticos. Su fragmentacion toma lugar en las células B
expuestas a Alloxén. El dafio al DNA estimula la poli-ADP-ribosilacidn, un

proceso que participa en la reparacion de DNA.
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El Alloxan eleva libremente la concentracion de calcio en el citosol de las células
B del pancreas, induce la entrada del calcio desde fluidos extracelulares,
exagerando la movilizacion de calcio desde almacenamientos celulares y su
ilimitada eliminacion desde el citoplasma. La entrada de calcio se intensifica
debido a la despolarizacién que ejerce el alloxan, abriendo los canales de caicio
de las membranas de las células B pancreaticos. Las exageradas
concentraciones de calcio contribuyen a la fiberacion supraﬁsiblégica de insulina

y especies reactivas de oxigeno, que causan el danho de las células B

pancreaticas (24, 26,27).
GKi_g.s-

-SH-HS-
GKa

Alloxan HA Acido dialarico

[ 3
=2

| t——- 0% + 0% +2H et H_0. 40,

e Aumenta el flujo de Cal+a partir de fluido extracelular

bt Movilizacion exagerada de Ca2+a partir de almacenamienio extracelular [Caz]i
Aumentado

Eliminacion mitada de Ca2+a partir de! ctoplasma

Fig.8.Representacion esquematica del mecanismo de accion del alioxan (26).
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5.2.-Estreptozotocina
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Fig.9. Estructura quimica de la estreptozotocina (9).

Estreptozotocina (STZ, 2-deoxi-2-(3-(metil-3-nitrosoureido)-D-glucopiranosa),
CeHisNs05, . es sintetizada por Streptomycetes achromogenes y usada para
inducir ambos tipos de diabetes DMID, DMNID, es usada frecuentemente por
via intravenosa para inducir en ratas DMID las dosis son entre 40 y 60 mg / Kg,

altas dosis también son usadas asi como también puede ser dado en multiples

dosis.

La estreptozotocina entra en las células B via transportador de glucosa (GLUT2)
y causa alquilacidén de DNA, el DNA dafiado induce la activacién de la poli-ADP-
ribosilacién, conduciendo al agotamiento del NAD® y ATP. Mejorando la
defosforilacidon de ATP después del tratamiento con estreptozotocina,
abasteciendo un sustrato para la xantina oxidasa resultando en la formacién de
radicales superdxido. Consecuentemente. Los radicales superdxido e hidroxilo
son también generados. La estreptozotocina libera cantidades tdxicas de oxido

nitrico que inhibe la actividad de la aconitasa y participa en el dafio del DNA.




Como resultado de la accién de la estreptozotocina, las células B sufren

destruccion por necrosis (16, 26,28).
6.-HIPOGLUCEMIANTES

Los hipoglucemiantes orales son un conjunto heterogéneo de farmacos que se
caracterizan por producir una disminucion de los niveles de glucemia,
cumpliendo con este propésito a través de mecanismos pancredticos y/o

extrapancreaticos (12,15).

6.1.-Clasificacion general de hipoglucemiantes orales

Los medicamentos existentes para el tratamiento de la Diabetes mellitus tipo 2
pueden clasificarse de acuerdo a su efecto hipoglucemiante en:
a) Secretagogos de insulina:

» Sulfonilureas:
Primera generacidn: Tolbutamida, cloropropamida
Segunda generacion: Glibenclamida, glipizida y glimepirida

> Meglitinidas (glinidas): Nateglinida y repaglinida
b) Sensibilizadores de insuiina:

¥ Biguanidas: Metformina, fenformina

> Tiazolidinedionas (Glitazonas): rosiglitazona, pioglitazona
¢) Inhibidores de la Alfa-glucosidasa:

» Acarbosa y miglitol.

6.1.2.-Mecanismo de accion de los hipoglucemianteé orales

a) Secretagogos de insulina:
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Son medicamentos que, después de acoplarse con su receptor, en la célula-B,
son capaces de provocar cierre de los canales de potasio ATP-dependientes de
la membrana celular, que causa despotarizacion de la célula -B y apertura de los
canales de calcio, lo que permite el influjo de éste al interior de la célula y
causa secrecién de insulina por exocitosis. La rapidez del efecto de fas glinidas,
asi como su corta duracion, hacen la diferencia, cuando se comparan con los
derivados de la sulfonilurea.

b) Sensibilizadores a la accién de la insulina:

> Biguanidas. Tienen efecto en la supresion de la produccién hepdtica de
glucosa. Para su accidon requieren de la presencia de insulina y se
considera que favorecen las acciones periféricas de la hormona. No
tienen efecto secretagogo.

» Tiazolidinedionas. Ejercen su accién hipoglucemiante a través de sus
efectos estimuladores de los receptores en la superficie nuclear (PPAR-
Gama). La estimulacién de estos receptores lleva a la reduccién de la
glucemia por un mecanismo todavia no bien conocido.

c) Inhibidores de la alfa-glucosidasa:

Disminuyen la conversion de los disacaridos en monosacéridos, a nivel
intestinal, reduciendo la absorcién de glucosa. Disminuyen, principalmente, la
glucemia postprandial, aunque también tienen un efecto modesto en la

glucemia de ayuno (6,30).
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7.-JUSTIFICACION

la Diabetes mellitus es una enfermedad pandémica, que representa en la
historia de la humanidad la tercera causa de mortalidad en todo el mundo. Los
numeros lo dicen todo: la incidencia global de diabetes tipo 2 se proyecta a 300
millones de personas para el afio 2025, y muchos de aquéllos afectados seran
adultos jovenes.

Actualmente existen medicamentos que solo controlan los niveles de
hiperglicemia como son la metformina, glibenclamida y cuando no es asi, se
tiene que recurrir a la misma insulina y sus andlogos teniendo el inconveniente
de que su administracién es traumatica, existe riesgo de posibles alergias y el
problema de intolerancia, por lo que es necesario descubrir y desarrollar nuevos
medicamentos que nos brinden cada dia mas y mejores soluciones para la
prevencién de la enfermedad, aplicar un tratamiento adecuado asi como la
rehabilitacidn de los enfermos que incluso nos permita un dia hacer realidad el
suefio de curar la Diabetes mellitus. Asi, el propésito del presente trabajo es
validar el efecto hipoglucemiante y regenerador del compuesto Thelzan 101 que
en estudios previos de fase II ha demostrado tener caracteristicas
hipoglucemiantes, razén por la cual disefiamos un modelo experimental de

diabetes en ratones CD1 con la utilizacién de Alloxan como sustancia inductora.




8.-OBJETIVO GENERAL

Inducir diabetes a ratones de la cepa CD-1 por medio de alloxan para evaluar
los efectos hipoglucemiantes del compuesto Thelzan 101, asi como su efecto

regenerador de las células-f del pancreas.

8.1.-Objetivos particulares:

8.1.1.-Desarrollar un modelo experimental de diabetes en ratones de la

cepa CD1 utilizando como sustancia inductora el alloxan.

8.1.2.- Evaluar el efecto hipoglucemiante del compuesto Thelzan 101

comparandolo con metformina por medio de una POTG.

8.1.3.-Evaluar el poder regenerador del compuesto Thelzan 101 por
medio del estudio histoldgico y conteo de islotes en pancreas de ratones a los
que se les produjo dafio experimental del organo por medio de la

administracion i.p del Alloxan.
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9.-METODOLOGIA

9.1.-Métodos :
El compuesto Thelzan 101 fue amablemente proporcionado por los laboratorios

Thelzén de México, S.A. de C.V. y todos los reactivos fueron obtenidos de
Sigma Chemical Co(St Louis MO), Biomeda, y Santa cruz.
Ei material bioldgico consistié en 20 ratones machos de la cepa CD1 de un peso
promedio de 25 + 3 g, que fueron facilitados por la ENCB-IPN, los cuales se
mantuvieron a condiciones de temperatura de 20-25°C y alimentados con
Purina Standard Chow.

9.2.-Tratamiento de animales
A todos los ratones se les determind su nivel de glucosa en sangre de la
manera siguiente:
Los animales fueron puestos en ayuno durante 8 horas y posteriormente se les
corté 3mm por arriba de la porcién terminal de la cola. Se colocd una gota de
su sangre en una tira reactiva para determinar la concentracion de glucosa por
medio del aparato Accutrend GCT Typ 1537954 con rango de medicion de 20 a
600 mg/d!. Esta primera determinacién se hizo con el objetivo de conocer los

niveles normales de la cepa de ratones con la cual se trabajo.

9.2.1.-FASE I Diabetogénesis
A un lote de 12 ratones se les administré por via i.p 150 mg/Kg de Alloxan por
3 dias consecutivos y en ayuno. Posteriormente se determind su nivel de
glucosa; paralelamente, esto se realizo para un lote de 8 ratones los que

fungieron como lote control.
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Para ambos lotes de animales (alloxanados y controles) se les realizd una
prueba oral de tolerancia a la glucosa (POTG) que consistié en administrarles
dextrosa 3g/Kg via i.p para posteriormente determinar, de la forma descrita
anteriormente, los niveles de glucosa en sangre a los 30, 60, 90, 120,150 y 180
minutos. Con estos datos se realizd la figura No.10, la prueba que se aplico a
~ todos estos datos fue una t de student para datos no pareados en la cual
resultd una diferencia estadisticamente significativa.
9.2.2.-FASE II Efecto hipoglucemiante

Los animales de fa fase I se distribuyeron en lotes de 4 ratones cada uno,
formando asi los siguientes grupos:

Tabla.1 Distribucion de animales en la fase 11

Grupo No Tratamiento o
1 Control
2 Control + Theizan
3 Alloxanados
4 Alloxanados + Thelzan
E Alloxanados + Metformina B

. Los tratamientos se aplicaron una vez que todos los animales estuvieron en
ayuno de 8 horas y al término de éstas se les administré en el tiempo “cero”
39/Kg de dextrosa via i.p. Después de 30 minutos a los grupos 2 y 4 se les
administrd via i.p el hipoglucemiante Thelzan 101 a la dosis de 51 mg/Kg vy al
grupo 5 el hipoglucemiante metformina a la dosis de 51 mg/Kg .

La determinacion de los niveles de glucosa se realizd antes y después de la
administracion de dextrosa y los hipoglucemiantes, abarcando desde el tiempo

“cero” hasta 180 minutos de tiempo transcurrido del experimento. Con estos
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datos se construyd la figura No. 11a y 11b asi como su andlisis estadistico con
ANOVA v la prueba de comparacion de medias de Tuckey-Kramer (p=0.05).
El tratamiento con Thelzan 101 continué por 18 dias en los grupos 2 y 4
aplicando este hipoglucemiante diariamente por via oral a {a dosis de 51 mg/Kg.
Los lotes 1 y 3 tuvieron también este seguimiento, a excepcion del grupo
tratado con metformina. Durante este pericdo se determinaron los niveles de
glucosa semanalmente. Estos datos se presentan en la figura No.12. ANOVA.
9,2.3.-FASE III Efecto regenerativo
Para evaluar el efectob regenerativo del Thelzan 101, a los 18 dias de
tratamiento los animales de los grupos 1-4 se sacrificaron y se les extrajo el
pancreas. Los organos se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS. Cada
pancreas se dividic en dos muestras. A la primera se le practicaron cortes
histolégicos, algunos de los cuales se tifieron con H-E para los estudios de
histopatologia y otros se utilizaron para los estudios de inmunofluorescencia
indirecta (IFI). La segunda muestra se utilizo para realizar los estudios de
microscopia electronica de transmision (MET).
9.2.4.-Tincion de Hematoxilina-Eosina
Se deshidrataron las muestras e incluyeron en parafina, se realizaron los cortes
histoldgicos y se desparafinaron, posteriormente se hidrataron las muestras
para ser tefiidas con Hematoxilina-Eosina de Harris y asi poder efectuar el
estudio histopatoldgico con ayuda de un microscopio dptico.
9.2.5.-Inmunofluorescencia indirecta
Se deshidrataron las muestras e incluyeron en parafina, se realizaron los cortes

histoldgicos y se desparafinaron, se tavaron con PBS dos veces antes de cada




tratamiento, primero se permeabilizaron con tritén al 5% 5 minutos, y se
bloguearon las muestras con BSA al 1% 20 minutos, se aplico a las muestras el
anticuerpo primario 30 pl dejindolo toda la noche en camara himeda,
transcurrido este tiempo se aplico 30 pl del anticuerpo secundario 3 horas,
posteriormente se lavaron las muestras con PBS y agua desionizada dos veces,
las cuales se montaron con gelvatol + pfenilendiamina, y por Gltimo se
observaron las muestras en un microscopio de fluorescencia y confocal en
donde se evaluaron las células positivas a insulina presentes en los islotes
pancreaticos.
9.2.6.-Microscopia Electrénica de transmision

Las muestras de tejido pancredtico primero se fijaron en glutaraldehido 2 horas,
se realizaron lavados con PBS y agua destilada 3 veces 15 minutos ¢ / u , y
dejaron en tetradxido de osmio al 1% 1 hora, transcurrido este tiempo se
procesaron las muestras en alcohol al 30, 50, 70, 80, 90, 95, 100 % por 15
minutos, posterior a esto se dejaron las muestras en un preparacién de resina-
alcohol 1:3, 2:2, 3:1, por 2 horas, y se dejaron en resina pura toda la noche, al
dia siguiente se prepard resina pura fresca dejando las muestras 1 hora, se
depositaron en moldes de plastico y se incubaron a 60°C por 36 horas, y por

altimo se realizd el estudio de la morfologia del tejido pancreatico por

microscopia electronica de transmision.




10.-RESULTADOS

10.1.-Fase I Diabetogénesis
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FIG.10 Determinacién de giucosa en sangre en una POTG de 10 animales alloxanados
y 8 del grupo control. Cada punto representa el promedio de glucosa * error estandar
Hay diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, prueba t de student

p=0.0135.

10.2.-FASE II Efecto hipoglucemiante
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Fig.11a Determinacién de glucosa en sangre en una POTG de los animales

alloxanados, el grupo control y control Thelzdn 101. Cada punto representa el

promedio de glucosa + error estandar de 4 animales.



grama de Flujo Experimental

Establecimiento y seleccion de un modelo de
induccion in vivo de diabetes mellitus

~
FASE 1 7 i 5 4
x'mmstrac:on ¢ § Ratones CDI1
—| alloxan 450 mg / kg a controles
12 ratones CD!1
Seleccion de Prucha oral de
10 ratones tolerancia a la ¢
0 glucosa (POTG) -
Analisis
— e
estadistico
1y ! i i L"l
Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
4ratones > 4ratones [ 4 ratones le|  dratones je=—i{ 4ratones
Alloxdn Thelzan|  |Alloxén control| |Alloxdn metformina] | Control Thelzan control
POTG
Para efecto
hipoglucemiante
]
Andlisis
estadistico
Tratamiento
Thelzan 18 dias
Extraccion de
pancreas
Fijacion en PBS-PAF
v
4
Histopatologia Tnmunofluorescencia Morfologia
Dafio pancreatico o Anticuerpos contra Microscopia electronica
H-E. insulina de ransmision
Andlisis
estadistico

31



600
500
400
300
200
100

0 T T T
0 30 60 90 120 150 180

Tiempo (min)

Glucosa mgl/dL

—Metformina —— Thelzan —— Alloxanados

FIG.11b Determinacion de glucosa en sangre en una POTG de los animales alloxanados
y alloxanados que fueron administrados con los hipoglucemiantes Metformina y
Thelzan 101. Cada punto representa el promedio de glucosa #+ error estandar de 4
animales.

10.3.-FASE III Efecto hipoglucemiante durante 18 dias
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FIG.12 Valores promedio de la concentracién de glucosa en sangre en ratones
administrados con los diferentes tratamientos. No hay diferencias estadisticamente
significativas.
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10.4.-FASE III Efecto regenerativo
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FIG.13 Valores promedio + error estandar del efecto del compuesto Thelzan 101 en
ratones administrados con los diferentes tratamientos.  *Existe  diferencia
estadisticamente significativa con respecto al grupo Alloxanado. ANOVA y prueba de
comparaciones multiples de Tukey Kramer. p < 0.05.
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11.-ANALISIS HISTOLOGICO DEL PANCREAS

11.1.-Grupo control

Fig.15 Corte histolégico de pancreas
de ratén del grupo Control tefiidos con
H-E y tomados a 2400X.

Fig.14 Corte histolégico de pancreas
de raton del grupo Control tefiidos con
H-E y tomados a 240X.

Fig.16 Inmunofluorescencia indirecta
de un corte de péncreas de ratén del
grupo Control marcado con un
anticuerpo dirigido contra insulina y
tomado a 2400X.

Fig.17 Corte de pancreas de ratén del
grupo Control observado por MET a
2.5 ym. RE (reticulo endoplasmico),
GS (granulo de secrecién), Nu
(nucleo).

En el corte de pancreas de las figuras 14 y 15 se observan que tienen bien
delimitados los lobulillos “€", pero con algo de congestién entre ellos, poca
cantidad de tejido conectivo inter lobulillar “¢* cerca de los vasos sanguineos
*n", se observan muchos islotes pancredticos ™" y de morfologia variable,
muchos de ellos son pequefios, su nicleo es redondo y bien delimitado “w". Las
B no tienen limites celulares precisos, en lo que respecta a los acines “p “éstos

si estan bien delimitados y no hay alteraciones patoldgicas notorias.
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11.2.-Grupo control con Thelzan
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Fig.18 Corte histoldgico de pancreas Fig.19 Corte histolégico de péncreg;s
de ratén del grupo Control-Thelzan de ratén del grupo Controi-Thelzan
tefiido con H-E y tomados a 600X. tefiidos con H-E y tomados a 2400X.

Fig.20 Inmunofluorescencia indirecta Fig.21 Corte de pancreas de raton del
de un corte de pancreas de ratén del grupo Control-Thelzén observado por
grupo Control-Thelzdn marcado con MET a 25 pm. RE (reticulo
un anticuerpo dirigido contra insulina y endoplasmico), GS (granulo de
tomado a 2400X. secrecién), Nu (nicleo).

En el corte de pancreas de las figuras 18 y 19 se observa que hay poca
presencia de adipocitos “0", la morfologia nuclear es mas homogénea “w", con
mayor cantidad de células. La morfologia acinar “w“es casi normal con poco
congestionamiento “v", los vasos se encuentran normales “n” y sin cambios
morfolégicos. En los islotes ™ “se observa mayor cantidad de niicleos y mejor

definidos, la morfologia celular en los islotes mas pequefios tiende a ser mas

uniforme y sin alteraciones, los acines “u"estan bien delimitados.

36




11.3.-Grupo Alloxan control

Fig.22 Corte histolégico de pancreas
de raton del grupo Alloxan-Control
tefiido con H-E y tomados a 600X.

Fig.23 Corte histolégico de pancreas
de ratén del grupo Alloxan-Control
tefiidos con H-E y tomados a 2400X.

Fig.24 Inmunofluorescencia indirecta
de un corte de pancreas de ratén del
grupo Alloxan-Control marcado con un
anticuerpo dirigido contra insulina y
tomado a 2400X.

Fig.25 Corte de pancreas de ratén del
grupo Alloxan-Control observado por
MET a 25 pm. RE (reticulo
endoplasmico), GS (granulo de
secrecion), Nu (nicleo).

En el corte de pancreas de las figuras 22 y 23 se encuentra presente gran
cantidad de tejido conectivo “¢", existe congestionamiento “v",

panoramicamente no se observa muchos islotes por que son muy pequefios
“*las células de algunos de los islotes presentan nlcleo de cara cerrada “w",
de cara abierta “w” picndticos, y son de diferente tamafio, no hay ya limites
precisos entre las células, con presencia de destruccion, los cuales no estan
delimitados y son de diferente forma, muy pequefios, sin delimitacion con
respecto a la porcidn exécrina.

37



11.4.-Grupo Alloxan con Thelzan

Fig.26 Corte histoldgico de pancreas Fig.27 Corte histolégico de pancreas
de raton del grupo Alloxan-Thelzan de raton del grupo Alloxan-Thelzan
tefiido con H-E y tomados a 240X. tefiidos con H-E y tomados a 2400X.

Fig.28 Inmunofluorescencia indirecta Fig.29 Corte de pancreas de raton del
de un corte de pancreas de raton del grupo Alloxan-Thelzan observado por
grupo Alloxan-Thelzdn marcado con MET a 2.5 pm. RE (reticulo
un anticuerpo dirigido contra insulina y endopldsmico), GS (granulo de
tomado a 2400X. secrecién), Nu (nucleo).

En el corte de pancreas de las figuras 26 y 27 se observa que los lobulillos
pancredticos estan bien definidos “¢", con adendmeros sin cambios patol6gicos
aparentes “n%, se observa entre lobulillos un poco de congestion “v", baja
cantidad de tejido interconectivo e interlobulillar “¢*. Los islotes pancreaticos

presentan diferente forma y tamafio, se encuentran bien delimitados, sin

W, "

embargo la morfologia celular no presenta limites precisos “y".
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12.-DISCUSION

El compuesto thelzan 101 fué sintetizado por los Laboratorios Thelzan de
México S.A. de C.V., debido a su tramite de patente se ha mantenido en
reserva todo lo referente a su sintesis y caracteristicas fisico-quimicas. Dichos
laboratorios han realizado algunos estudios clinicos donde el compuesto ha
demostrado que tiene accién hipoglucemiante y dado que después de varios
meses de tratamiento los pacientes diabéticos estabilizan sus valores de
glucosa, se sospecha de un posible efecto regenerativo de las células B del
pancreas.

Los estudios preclinicos a este compuesto que en esta investigacién hemos
abordado hicieron necesario utilizar un modelo de diabetogénesis inducida por
Alloxan en ratones machos jovenes de la cepa CD1. El lote de animales después
de haber sido administrados con una dosis total de 450 mg/Kg alcanzo una
concentracién promedio de glucosa de 169.5 mg/dl que mostrd diferencias
estadisticamente significativas con respecto al lote control. En otros estudios
donde se ha realizado la diabetogénesis con Alloxan (23,24) se asume al animal
diabético cuando alcanza niveles de glucosa igual o superiores a 200 mg/di.
Nosotros observamos en un estudio que realizamos con pocos ratones (datos
no mostrados) que dosis mayores a 450 mg/Kg de Alloxdn causaban un
deterioro importante en la salud general de los animales y encontramos que la
DLioo para esta cepa fue de 750 mg/Kg. Por lo cual decidimos realizar la POTG
bajo las condiciones de glicemia anteriormente mencionadas. En esta primer
POTG se vuelve a manifestar que existe una diferencia en los niveles de glucosa
de los animales alloxanados y los del grupo control, pero vale la pena
mencionar que la disminucion de glicemia a través del tiempo sigue el mismo
comportamiento en ambos grupos de animales, o sea, se eleva a los 30
minutos después de haber recibido la dextrosa para posteriormente comenzar
su descenso hasta alcanzar los niveles de glucosa inicial al mismo tiempo para
cada uno de los grupos. Serfa de esperar que en los animales diabéticos la
disminucién de la glucosa hubiera sido mas tardia ya que es lo caracteristico en
este tipo de pruebas (2)




Entonces cuando los animales se someten a los diversos tratamientos para
determinar el efecto hipoglucemiante del Thelzan 101, se observa que en
general todos los animales que fueron alloxanados, o sea diabéticos, tienen
valores de glucosa mas elevados que cualquiera de los grupos control, a los 30
minutos de haber sido administrados con dextrosa, pero cuando se les aplica el
hipoglucemiante thelzan 101, el efecto no es claramente manifestado. Se utilizé
también otro grupo de animales alloxanados a los cuales se les administro
metformina, un medicamento ya aprobado por la Secretaria de Salud como
hipoglucemiante, sin embargo, ni este ni el grupo anterior mostraron
diferencias en los niveles de glucosa a través del tiempo, con respecto al lote
de animales alloxanados que no recibieron ningtin hipoglucemiante. Por lo que
suponemos que la accion hipoglucemiante del Thelzdn 101 y la metformina fue
enmascarada porque los niveles de glucosa de los animales diabéticos son
desde el principio solo ligeramente superiores a los de los controles. Con
respecto al grupo control ‘que recibié Thelzan 101 si se observd un descenso en
los niveles de glucosa.

Por otra parte, cuando se realizd el efecto hipoglucemiante a largo plazo (18
dias) a los animales que se sometieron a los diferentes tratamientos, se observa
que los animales alloxanados aumentan progresivamente sus niveles de glucosa
pero estos niveles siguen siendo inferiores a los gue mostraron los animales
controles. Los animales que fueron tratados con Thelzén 101 tendieron siempre
a la baja los niveles de glucosa hasta el dia 15 y aumentando ligeramente ef dia
18 pero siempre por debajo de los controles y alloxanados en el intervalo del
dia 12 a 18, haciéndonos pensar que el Alloxan como agente inductor de
diabetes no nos permitié estudiar posteriormente (a largo plazo) el efecto del
tratamiento hipoglucemiante (13). Cuando sacrificamos a los animales para €l
estudio de histopatologia y analizamos los cortes de péncreas, nosotros
observamos que en los animales alloxanados mostraron panoramicamente un
claro dafio del tejido pancreatico endocrino y exocrino, y escasos indicios de
islotes pancredticos y de menor tamafio, al realizar la comparacion con los
animales controles, encontramos una mayor cantidad de islotes pancreaticos de

diferente tamafio y morfolologia, por otra parte, los animales que se trataron
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con Thelzén 101 mostraron una mayor cantidad de islotes pancredticos y sin
cambios patoldgicos aparentes, este conteo de islotes pancreaticos en los
animales de los diferentes tratamientos posteriormente se confirmé mediante
IFT utilizando anticuerpos dirigidos contra insulina, tomando en cuenta las
células positivas, se hizo el analisis por medio de microscopia de fluorescencia y
confocal, demostrando asf que el dafio ocasionado por el Alloxan si existe y que
probablemente son necesarias dosis mayores para observar su poder
diabetogénico.

Por otro lado en los estudios realizados por Microscopia Electronica de
Transmision, en los animales alloxanados se observaron cambios graves a nivel
de reticulo endoplasmico. Sin embargo en lo animales tratados con Thelzan 101
los cambios a nivel de reticulo endopidsmico también estan presentes pero en
menor grado, para nosotros estos resultados son muy importantes ya que por
un lado, presenta evidencias de reversidn del dafio ocasionado por el Alloxan o
un ajuste metabdlico por parte de las células e incluso fendmenos
degenerativos por toxicidad. Nosotros pensamos que el Thelzén 101 juega un
papel importante en la regeneracién de células B y reconversion estructural del
pancreas. Aunque datos sobre fas imagenes de MET no son concluyentes y
debido a que a la dosis de 51 mg/kg de Thelzan 101 y Metformina no
mostraron efectos hipoglucemiantes, nosotros sugerimos que se lleve acabo
una curva dosis efecto a ambos hipoglucemiantes para determinar la dosis
efectiva de los hipoglucemiantes. Ademas de un seguimiento de por lo menos
el doble del tiempo que llevd este estudio con los diferentes tratamientos e
incluso pensar en estudios que abarquen dos terceras partes del tiempo de vida
media de los animales de experimentacion, “Muy importante seria también
evaluar todos los cambios celulares en funcién del tiempo y utilizar otros
marcadores de toxicidad asi como tener un seguimiento con un
hipoglucemiante comercial”.
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13.-CONCLUSIONES

13.1.- Se logré establecer un modelo experimental de diabetes en los
ratones CD1 mediante la administracién de Alioxan, ya que los animales
mostraron cambios histopatolégicos caracteristicos en pancreas y un promedio

de glucosa en sangre de 169.5 mg/dL que fue estadisticamente significativo con

respecto al grupo control.

13.2.- No pudo ponerse de manifiesto el efecto hipoglucemiante en la POGT
de los compuestos Thelzan 101 y Metformina debido a que los animales
diabéticos control mostraron similares niveles de glucosa. Sin embargo, en el
grupo de animales control que recibi6 Thelzan 101 si se evidencié este efecto a

partir de los 120 minutos.

13.3.-El compuesto Thelzdn 101 incrementd el nimero de células B
pancredticas tanto en el grupo control como en los animales diabéticos, sin
embargo los cambios a nivel de reticulo endoplasmico, observados con
microscopia electrénica en ambos grupos, indican que deben de realizarse otros

estudios antes de considerario un regenerador pancredtico.
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