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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de dos productos® de origen natural
con propiedades hipoglucemiantes (Aloe barbadensis® y extracto de prop6leo®), sobre las
concentraciones de glucosa en sangre en perros, con el propdésito de verificar si pueden
considerarse como parte de un tratamiento alternativo viable, s6lo 6 en conjunto, para el

control de los niveles de glucosa en sangre en ésta especie.

Previo al estudio principal, se comprob6 la eficacia de la prueba rapida de medicién de
glucosa en sangre con tiras reactivas y glucometro como un método valido y seguro para el
diagndstico y monitoreo de los niveles de glucosa en sangre de los pacientes que acudan a

la clinica de pequefias especies.

El presente estudio se dividio en tres etapas. Para cada etapa se utilizaron 8 perros, cuyos
propietarios firmaron una carta de consentimiento para su inclusién en el mismo. Para la
etapa 1 los perros considerados para el estudio cumplieron con las siguientes
caracteristicas: clinicamente sanos, con edades entre 2-8 afios, de tamafio mediano, con una
condicion corporal (CC) considerada ideal (3/5), de acuerdo a la escala de Condicion
Corporal de Cinco Puntos. Para la etapa 2 los perros considerados para el estudio
cumplieron con las siguientes caracteristicas: clinicamente sanos, con edades entre 2-8
afios, de tamafio mediano, con una CC considerada en sobrepeso (4/5), de acuerdo a la
escala de Condicion Corporal de Cinco Puntos. Para la etapa 3 los perros considerados para
el estudio cumplieron con las siguientes caracteristicas: clinicamente sanos, con edades
entre 2-8 afos, de tamafio mediano, con una CC considerada en obesidad (5/5), de acuerdo
a la escala de Condicion Corporal de Cinco Puntos. Para cada etapa del estudio se utilizo el

modelo de medias repetidas para pruebas cruzadas (analisis estadistico para un disefio
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experimental completamente al azar de 1 factor y 3 niveles, incluyendo el control). El

periodo de lavado entre cada tratamiento administrado fue de una semana.

De los dos tratamientos realizados, el Aloe barbadensis® es el que mostré un mejor efecto
hipoglucemiante a corto plazo en el caso de las etapas 2 (perros clinicamente sanos, de
entre 2-8 afnos, con una CC 4/5) y 3 (perros clinicamente sanos, de entre 2-8 afios, con una
CC 5/5) del estudio, lo que resultd compatible con lo descrito en la literatura. En el caso del
extracto de propoleo® no se observo efecto clinico estadisticamente significativo de las
concentraciones de glucosa en sangre a corto plazo para ninguna de las tres etapas del
estudio, lo que no necesariamente indica que no exista tal efecto sobre los mismos, pero de
acuerdo a los estudios previos consultados en la literatura, se recomienda aumentar la
cantidad de individuos para la muestra asi como el tiempo de tratamiento (minimo de un

mes) para observar algun efecto hipoglucemiante del extracto de propdleo.

Como parte de los resultados obtenidos y a partir de los valores de los analitos de las
pruebas de laboratorio realizadas (Hemograma, Bioguimica y Hemoglobina glicosilada), se
comprobd que no existe efecto de toxicidad aguda con ninguno de los dos tratamientos

administrados.

Derivado de los resultados obtenidos del estudio principal se comprobé la eficacia de la
prueba rapida de medicion de glucosa en sangre con tiras reactivas y glucémetro como un
método valido y seguro para el diagnostico y monitoreo de los niveles de glucosa en sangre

de los perros en la clinica veterinaria.

Palabras clave: aloe barbadensis, diabetes, extracto de propéleo, glucosa, sangre, perros.
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ABSTRACT

The target of this study was to evaluate the effect of two different natural origin products
with hypoglycemic properties (Aloe barbadensis® and propolis extract®), in dogs™ blood-
glucose concentrations, with the purpose of verifying if they can be considered as a part of
a viable alternative treatment, alone or altogether, to control the blood-glucose levels in this

species.

Prior to the main study, the effectiveness of the rapid test of blood glucose measurement
with test strips and glucometer was verified as a valid and safe method for the diagnosis
and monitoring of blood glucose levels of patients who could come to the clinic of small

species.

The present study was divided on three stages. For each stage were used 8 dogs, whose
owners signed a Consent Letter for their inclusion in it. For stage 1 the dogs considered for
the study had the following characteristics: clinically healthy, with ages between 2-8 years,
medium size, with a body condition (CC) considered ideal (3/5), according to the Five
Point Body Condition Scale. For stage 2 the dogs considered for the study had the
following characteristics: clinically healthy, with ages between 2-8 years, medium size,
with a CC considered overweight (4/5), according to the Condition scale Five Point Body
For stage 3 the dogs considered for the study had the following characteristics: clinically
healthy, with ages between 2-8 years, medium size, with a CC considered in obesity (5/5),
according to the Condition scale Five Point Body. The repeated means model for cross-tests
(statistical analysis for a completely randomized design of 1 factor and 3 levels, including
control) was used for each stage of the study. The washout period was about one week

between each treatment administered.
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Of the two administered treatments, Aloe barbadensis® was the one that showed a better
hypoglycaemic effect on short term in the case of stages 2 (clinically healthy dogs, between
2-8 years, with a 4/5 CC) and 3 ( clinically healthy dogs, between 2-8 years, with a 5/5 CC)
of the study, which was compatible with what is described in the literature. In the case of
the propolis extract® there were no statistically significant clinical effects in blood-glucose
concentrations on short term, for any of the three stages of the study, which does not
necessarily indicate that there is no such effect on them, but according to the previous
studies consulted in the literature, is recommended to increase the number of individuals for
the sample as well as the treatment time (one month minimum) to observe some

hypoglycemic effect of the propolis extract.

As part of the obtained results and from the analytesvalues of the completed laboratory
tests (Hemogram, Biochemistry and glycosylated hemoglobin), it was found that there is no

acute toxicity effect with either of the two treatments administered.

Derived from the obtained results from the main study, the effectiveness of the rapid test of
blood glucose measurement with test strips and glucometer was verified as a valid and safe
method for the diagnosis and monitoring of blood-glucose levels of dogs in the veterinary

clinic.

Key words: aloe barbadensis, diabetes, propolis extract, glucose, blood, dogs.
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EVALUACION DE LA ADMINISTRACION ORAL DE PRODUCTOS
DE ORIGEN NATURAL SOBRE LOS NIVELES DE GLUCOSA EN
SANGRE EN PERROS

I111. INTRODUCCION:

Todo individuo requiere de energia tanto para mantener la homeostasis como para poder
realizar sus actividades normales. Dicha energia puede provenir de tres fuentes de
macronutrientes: carbohidratos, proteinas y lipidos, los cuales son obtenidos a partir de la
dieta consumida, dependiendo de la especie y estado fisioldégico del animal. De estos
macronutrientes, la principal fuente de obtencion de energia para el organismo es la

glucosa, obtenida a partir de los carbohidratos. =

En el organismo sano se requiere que los niveles de la glucosa en sangre permanezcan
dentro de un rango fisioldgico. En el caso de los perros, durante el ayuno la concentracion
de glucosa en sangre es de 75-120mg/dL, pero esta puede verse elevada posterior a la
ingesta de alimento, con valores de hasta 180-200mg/dL. Para regular esta situacion,
después de la digestion del alimento, existen rutas moduladas por hormonas que intervienen
en el transporte de la glucosa desde el torrente sanguineo hasta el interior de las células,

donde llevaran a cabo su funcion en el organismo.* -®

En los perros, cuando las vias metabdlicas donde actua o se relaciona la glucosa se ven
alteradas por diferentes condiciones como el sobrepeso o la obesidad, pueden ocasionar una
disfuncion celular, lo que lleva al organismo a utilizar mecanismos de compensacion para

mantener la homeostasis. Cuando a pesar de dicho esfuerzo el individuo no es capaz de
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regresar a los parametros fisioldégicos normales, es entonces cuando pueden presentarse en

enfermedades como la diabetes mellitus (DM) de tipo insulinoindependiente.®

La DM insulinoindependiente es una enfermedad multifactorial, de curso cronico, en la
que el Médico Veterinario puede hacer uso de varias herramientas (fisicas, quimicas y/o
farmacoldgicas) para llevar a cabo su diagndstico y tratamiento, con el fin de proporcionar
al paciente una mejor calidad de vida durante el resto de su vida, pues la esperanza de vida
en los perros podria llegar a ser de 10-16 afios en promedio (si el propietario se apega al
cumplimiento de la prescripcion de forma responsable en tiempo y forma), a diferencia de
la especie humana, que ain padeciendo la enfermedad puede tener una esperanza de vida

de hasta 75-80 afios en promedio ®

A continuacion, se presenta una revision sobre el metabolismo, transporte y funcion de la

glucosa, asi como su relacion con enfermedades como la obesidad y diabetes en perros.

A. METABOLISMO DE LA GLUCOSA:

Los carbohidratos (polisacaridos, disacaridos, monosacaridos) son macronutrientes que
proporcionan mas de la mitad de la energia necesaria para llevar a cabo el metabolismo, el
cual puede definirse como la suma de todas las reacciones anabolicas y catabolicas en las
que los nutrientes proveen la materia prima y que se llevan a cabo para mantener las
funciones fisiologicas (homeostasis) de un individuo, incluyendo reparacion de tejidos,
secrecion de sustancias, funcion del sistema inmune, crecimiento, gestacién, reproduccién y

movimiento. °
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Los nutrientes (en éste caso los carbohidratos) deben pasar por varios procesos como son
masticacion, digestion y absorcion en el intestino, con el proposito de ingresar al torrente

sanguineo y finalmente a los tejidos, para su aprovechamiento en el organismo. 1!

De los carbohidratos que se obtienen a través de la dieta del individuo, la glucosa
(monosacérido clasificado como una hexosa al estar formada por seis atomos de carbono)
juega un papel relevante, ya que su funcion principal es la de proporcionar energia al
organismo en forma de ATP, al catabolizarse como piruvato (proceso aerdbico) o lactato

(proceso anaerdbico) durante la glucolisis. 12

La tasa de digestion y absorcion de la glucosa puede variar entre individuos de la misma
especie que lleven regimenes alimenticios similares. En animales sanos, al ingerir una
comida rica en carbohidratos, aunque la concentracién de glucosa en sangre puede elevarse
considerablemente por encima de la concentracion en ayunas, bajo condiciones fisioldgicas
normales, tal concentracion regresara a niveles basales en un periodo de tiempo

relativamente corto. &2
B. TRANSPORTE DE LA GLUCOSA A LAS CELULAS:

Durante la ingesta, en las especies no rumiantes como el perro, el almidén y el glucégeno
de la dieta comienzan a hidrolizarse gracias a las enzimas amilasa y a-glucosidasa de la
saliva, que rompen parte de los enlaces  1-4 y o 1-6 de los polisacéridos, respectivamente.
Posteriormente, ya formado el bolo alimenticio, éste pasa hasta el estbmago y al intestino
delgado. 13 Una vez en el intestino delgado, los enlaces que no fueron rotos por las enzimas
salivales, terminan de ser escindidos gracias a las a-glucosidasas intestinales cuya

localizacion se encuentra en el borde del cepillo de los enterocitos (Figura 1). De esta
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manera se libera finalmente la glucosa y puede ser transportada hasta el torrente sanguineo
gracias al cotransportador de sodio-glucosa GLUT-1, también conocido como SGLT-1 por
su nombre en inglés (Sodium-Glucose Linked Transporter 1), cuya funcion es sostenida por
la bomba de Sodio-Potasio localizada en el borde lateral de la célula. En este punto, la
glucosa funge como transportador de agua, al llevar consigo una molécula de H20 durante

su ingreso a través de la membrana y hasta el torrente sanguineo. 7 1216

e D T+ OOOOO
=

o ilucosidasa

4

'+.

Wiy

Figura 1. Liberacién y paso de glucosa a través del intestino hasta el torrente sanguineo.

Aungue es posible encontrar trazas de fructosa y galactosa, la glucosa es la fuente de

energia que predomina en el torrente sanguineo. 318

La glucosa en sangre es transportada por la vena porta primeramente hasta el higado, pero

para su ingreso a éste y la mayoria de los 6rganos (con excepcion de los eritrocitos y el
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cerebro, los cuales son directamente dependientes de glucosa como fuente de energia)
requieren de una sefial que proviene de la insulina. Sin embargo, en caso de ayuno, tejidos
como el musculo esquelético o el cerebro, son capaces de obtener ATP a partir de la
oxidacion de cuerpos cetonicos y acidos grasos para ser menos dependientes de la glucosa

en sangre. 118

Para activar la sefializacion de la insulina, ésta primero debe ser producida y liberada por
las células P del pancreas (Figura 2). La glucosa es quien desencadena en primera instancia

esta produccion con el prop6sito de regular la hiperglucemia pospandrial > °

' Glucoquinasa

“
Glucolisis --> Piruvato

Seeciy

Figura 2. Produccion y liberacion de insulina, estimulada por hiperglucemia pospandrial: La glucosa se une
al receptor Glut-2 (considerado un sensor de homeostasis) y gracias a la glucoquinasa (GK) es transformada
a glucosa-6-fofato (G-6-P), que entrara a la ruta de la glucélisis, generando piruvato que a su vez entrara a
la mitocondria para el ciclo de Krebs, generando ATP. EI ATP producido estimulara el cierre de los canales

de Potasio dependientes de ATP (canales K+ATP), provocando el acumulo de Potasio intracelular (K+), lo
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que despolariza la membrana, estimulando entonces la apertura de canales de Calcio dependientes de voltaje
que dejaran libre el paso de Calcio (Ca+)al interior de la célula. ElI Calcio permitird la liberacién y
transporte de las vesiculas contenedoras de granulos de insulina desde el Aparato de Golgi hasta la
superficie de la membrana, donde por exocitosis, sera liberada finalmente la insulina hacia el torrente

sanguineo. 1519

Ya liberada la insulina, llegara hasta su receptor en la membrana y activara por un lado, la
via de las MAP cinasas, también conocida como via MAP/ERK 6 MAPK por sus siglas en
inglés (Mitogen-Activated Protein Kinases), lo que permitira la transduccién de genes para
proteinas muy importantes para el metabolismo celular (incluyendo la Atk/PKB); por otro
lado activara la via PI3K (Fosfatidilinositol-3 quinasa o Phosphatidylinositol 3-kinase en
inglés), que a su vez permitira la activacion de la enzima Akt/PKB (AKT/Protein quinasa B)
cuyo papel relevante en los tejidos varia "% pero uno de esos papeles implica la
fosforilacion de residuos de Treonina (Thr) y Serina (Ser), lo que permitira la degradacion
de endosomas que contienen a los transportadores de glucosa GLUT-4, para su liberacion y
expresion en la membrana celular, permitiendo asi el ingreso de la glucosa a la célulal®

(Figuras 3y 4)

Al momento que la glucosa pasa al interior de la célula, la enzima Glucoquinasa la
transforma rapidamente en glucosa-6-fosfato (G-6-P) para mantenerla dentro del citosol y

asf llevar a cabo reacciones metabdlicas como: 1% 16:1°
-Catabolismo a piruvato dentro del ciclo del acido citrico para dar energia a la célula

- Conversion en glucogeno intracelular para su almacenaje como reserva de energia
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- Ingresar al ciclo de las pentosas para llevar a cabo la biosintesis de glucolipidos, acidos

nucleicos o lactosa

- Conversién en triacilgliceroles como reserva de energia.

Figura 3: La via de la MAP cinasa tiene como propo6sito activar la transcripcion de genes para las proteinas

de regulacién de expresion genética de tejidos sensibles a insulina (como la Atk/PBK). Sin embargo, no
regula el transporte de glucosa. Durante ésta via la insulina se une al receptor IRS (Insulin Receptor
Sustrate), promoviendo la autofosforilacionde IRS y de los residuos de tirosina (Tyr), para poder asociarse a
la proteina Shc, la que a su vez se une al complejo de proteinas GRB2/SOS. Posteriormente el complejo
activa a la proteina RAS a partir de la fosforilacién por GTP, permitiendo que RAS active a las proteinas de
transcripcion en el siguiente orden: RAF1, luego éste a MEK, éste a su vez a a ERK 1y 2 y finalmente éstos

aElk-11°
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Figura 4: Al fosforilar la enzima Atk/PKB, ésta permite entre otras funciones: inhibir a las caspasas (que
promueven la apoptosis celular); inhibir la Glucoquinasa 3 (GSK3) que en estado activo inhibe la
glucogenogénesis y por lo tanto, el acimulo de glucosa en forma de glucégeno en higado y musculo
esquelético; promueve a la diana de rapamicina en células de mamifero o mTOR por sus siglas en inglés
(mammalian Target of Rapamycin), permitiendo la sintesis de proteinas en higado y tejido muscular
esquelético; inhibe a la proteina FOXO0, que en condicién activa inhibe la lipogénesis; fosforila residuos de
Treonina y Serina, lo que permite la degradacion de endosomas que contienen a los transportadores de
glucosa GLUT-4, para su liberacion y expresion en la membrana celular, permitiendo asi el ingreso de la

glucosa a la célula®®
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C. EFECTOS DE LA INSULINA EN EL HIGADO, TEJIDO ADIPOSO Y

MUSCULO:

La insulina tiene muchos efectos sobre los diferentes tejidos, pero entre los mas importantes
se encuentran los que ejerce sobre 6rganos estrechamente relacionados con el metabolismo

de la glucosa, como son: higado, tejido adiposo y musculo esquelético (Figuras 5, 6 y 7).
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Figura 5. EFECTOS DE LA INSULINA EN HIGADO: Una vez que la insulina se une a su receptor de
membrana y activa a la via PI3K, ésta permitira la activacion de la enzima Akt/PKB (AkT/Protein quinasa B)
°. Por un lado, promueve la fosforilacion de residuos de Treonina y Serina para la degradacion de
endosomas que contienen a los transportadores de glucosa GLUT-4, para su posterior liberacién y expresion
en la membrana celular, permitiendo asi el ingreso de la glucosa a la célula hepatica °. Por otro lado, otras
funciones importantes en este drgano son: inhibir la Glucoquinasa 3 (GSK3) la cual en estado activo
inhibiria la glucogenogénesis y por lo tanto, el acimulo de glucosa en forma de glucogeno; promover a la
diana de rapamicina en células de mamifero o mTOR, permitiendo la sintesis de proteinas en higado; inhibe
a la proteina FOX 0, que en condicidn activa inhibiria la lipogénesis. Asimismo evita la accion de las

caspasas, que promueven la apoptosis celular. 151619
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Figura 6. EFECTOS DE LA INSULINA EN TEJIDO ADIPOSO: Una vez que la insulina se une a su receptor
de membrana y activa a la via PI3K, que permitira la activacion de la enzima Akt/PKB (AKT/Protein quinasa
B)®, por un lado promueve la fosforilacién de residuos de Treonina y Serina para la degradacion de
endosomas que contienen a los transportadores de glucosa GLUT-4, para su posterior liberacién y expresion
en la membrana celular, permitiendo asi el ingreso de la glucosa a la célula adiposa °. Por otro lado, otras
funciones en éste 6rgano son: promover a la diana de rapamicina en células de mamifero o mTOR,
principalmente para la regulacion de PPARy, factor de transcripcion importante en la lipogénesis; inhibe a
la proteina FOX 0, permitiendo que la SREBP-1c (Sterol regulatory element-binding protein, una proteina
anclada a reticulo endoplasmico) codifique proteinas como la Acetil CoA carboxilasa (ACC), la sintetasa de
acidos grasos (FAS) y la acil CoA deshidrogenasa y por lo tanto, la lipogénesis. Asimismo evita la accién de

las caspasas, que promueven la apoptosis celular. 5 1619
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Figura 7. EFECTOS DE LA INSULINA EN MUSCULO ESQUELETICO: Cuando la insulina se une a su
receptor de membrana y activa a la via de la PI3K, ésta permitird la activacion de la enzima Akt/PKB
(AKT/Protein quinasa B)°. Por un lado promueve la fosforilacion de residuos de Treonina y Serina para la
degradacion de endosomas que contienen a los transportadores de glucosa GLUT-4, para su posterior
liberacion y expresion en la membrana celular, permitiendo asi el ingreso de la glucosa a la célula adiposa °.
Por otro lado, otras funciones en éste 6rgano son: promover a la diana de rapamicina en células de
mamifero o mTOR, para la sintesis de proteinas para la formacién muscular y evitar la accion de las

caspasas, que promueven la apoptosis celular. 1% 16:19
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D. RESISTENCIA A LA INSULINA, GLUCOTOXICIDAD Y LIPOTOXICIDAD:

i. RESISTENCIA A LA INSULINA. También se le conoce como
insulinoresistencia. Es una alteracion genética o adquirida de la respuesta tisular a la
accion de la insulina. En términos fisiologicos se refiere a una inadecuada captacion
de la glucosa dependiente de insulina por parte de los tejidos, en especial del

higado, musculo y tejido adiposo. 2022

La resistencia a la insulina se ve asociada generalmente a una hiperinsulinemia. De
acuerdo a la literatura, se ha discutido en diversos estudios, acerca de cuél es el evento
que se desencadena primero, pero sin llegar a una conclusion definida, por lo que se ha
propuesto que ambos se llevan a cabo en tiempo similar mediante un mecanismo
compensatorio del organismo para tratar de mantener la homeostasis de glucosa
(normoglucemia), especialmente como proteccién para el cerebro. Sin embargo, esta
respuesta adaptativa se asocia en perros con el desarrollo de la diabetes

insulinoindependiente.?!:22

De acuerdo a la literatura?®-?2, se postulan tres mecanismos para explicar la hiperglucemia y

la resistencia a la insulina:

1. Disminucion de la sintesis y actividad de Glut-4 en el musculo: Ya que la glucosa
requiere de un transportador proteico, pero al presentarse la hiperglucemia, la célula
reacciona formando un menor namero de transportadores o reduciendo su actividad.

2. Aumento de la via de la glucosamina: De acuerdo a la literatura?®-2?, durante un

estudio en el cual se administrdé glucosamina a ratas, ésta producia resistencia a la
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insulina y déficit en su secrecion, debido a la disminucion de Glut-4 en el masculo y
de Glut-2 en las células B. La explicacién dada es que del 2-3% de la glucosa se
degrada para formar glucosamina pero al haber hiperglucemia la via estd
sobrestimulada, lo que puede resultar en toxicidad.

Glucosilacién de transportadores: Niveles altos y constantes de glucosa originan que
se una a los aminos terminales de las proteinas (glucosilacion), cambiando asi la
estructura y funciéon de las moléculas, tal es el caso de los transportadores de
glucosa y como consecuencia ocasionan una menor captacion de glucosa en los

tejidos periféricos.

Ademaés de estos posibles mecanismos, varios estudios proponen que al existir un exceso de

glucosa en sangre debido a una dieta alta en energia (proveniente de carbohidratos y acidos

grasos), puede provocar una mala funcion en la célula pancreética, debido a que tanto la

glucosa como los &cidos grasos en exceso se vuelven toxicos. De esto se derivan los

términos de glucotoxicidad y lipotoxicidad, para definir el mecanismo por el cual el

nutriente correspondiente altera la funcion de la célula p. 2024

GLUCOTOXICIDAD. La glucosa es la principal fuente de energia celular, pero
en la célula B no solamente aporta energia, sino que sirve como sensor dentro del
complejo mecanismo de liberacion de la insulina por parte de la célula, ajustando
asi la cantidad de hormona secretada de acuerdo a la concentracion de glucosa en el

torrente sanguineo. Esta relacion puede ser tanto positiva como negativa,
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dependiendo del tiempo al que la célula  sea expuesta a la hiperglucemia, ya sea de

forma aguda (fisiol6gico) o crénica (patoldgico)®!2°.
Para explicar la glucotoxicidad, se han propuesto cinco mecanismos?!-22:24-26

1. La hiperglucemia por regulacion negativa produciria una disminucion de
transportadores de glucosa (Glut-2) en las células .

2. Una menor actividad de la fosfolipasa C (PLC), ya que es una enzima necesaria para
formar inositidos fosfatos que participan en la secrecion de insulina, al aumentar el
nivel de Calcio intracelular.

3. La hiperinsulinemia podria tener un efecto down-regulation (inhibidor), lo que
puede frenar su sintesis, es decir, se auto inhibe al estar en exceso.

4. Glucosilacion de la insulina, lo que disminuye su accion.

5. Aumento de los radicales libres: La glucosa puede actuar como un radical libre y
causar citotoxicidad. En este punto, Poitou y Robertson propusieron®*?’ el término
de “desensibilizacion” como un paso anterior a la toxicidad como tal, asi que la
diferencia seria:

a. Desensibilizacion: Debido a una hiperglucemia temporal lo que generaria un
trastorno estructural reversible. La falta de sensibilidad a la glucosa por parte
de la célula B seria causado mediante los mecanismos de secrecion de
insulina preformada, pues se ha observado que puede existir disminucion en
la cantidad de IP3 y Glut-2, necesarios para la liberacién de la hormona.

b. Glucotoxicidad: A causa de una hiperglucemia crénica que puede generar

dafio permanente en la estructura, ya que un nivel elevado de glucosa puede
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suspender la sintesis de insulina al inhibir el RNAm de la misma, motivo por

el cual, la glucosa causaria dafio a nivel genético.

Con respecto al tltimo mecanismo propuesto, se ha reportado que, ademas de la alteracion
provocada a nivel de la expresion del gen de Glut-2, esa misma alteracion activa la
Glucocinasa (GK) y causa la induccion de genes que codifican para glucélisis y
lipogénesis, junto con la activacion temprana de genes que se relacionan con la regulacion
del ciclo celular (c-myc, c-fos, c-jun), dando como resultado la desdiferenciacion en la
célula, por lo que comienza a expresar proteinas como la hexocinasa | o la lactato

deshidrogenasa, que raramente aparecerian en una célula madura.?*2

iii. LIPOTOXICIDAD. Los lipidos pueden ser considerados el otro componente
importante para regular la funcion de la célula . Desde 1963 se planteo la hipotesis
de que el aumento de &cidos grasos libres (productos de la degradacién del tejido
adiposo), debido a la falta de insulina o de su actividad, producian resistencia a la
insulina. 22326, Respecto a la relacion que existe entre los acidos grasos con la
insulina, existe una situacion paradojica como la que hay con la insulina y la
glucosa, pues hasta cierto limite los acidos grasos estimulan la secrecion pero al

excederse causan el efecto contrario y se frena la secrecion de insulina.?%2326. 28

Al exponer a la celula a concentraciones agudas de &cidos grasos, éstos tendrian un
aparente efecto de factores de acoplamiento de transduccion al promover la secrecion de
insulina que es inducida por la glucosa, por medio de la activacion de isoformas de la

protein cinasa C y regular la apertura de los canales de Calcio dependientes de voltaje que
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son importantes durante la via de secrecién de insulina. Sin embargo, el exponer a la célula
a altas concentraciones de acidos grasos de manera crénica, se aumenta su captacion y
oxidacién para dar energia, en competencia con la glucosa. Esto lleva entonces no soélo a
los cambios que se darian por exposicion aguda, sino que puede causar alteraciones
fenotipicas que se relacionan con las rutas lipoliticas (alteracion en la induccion de genes
para proteinas como Carnitina Palmitoiltransferasa 1-CTP-1-, acil-CoA oxidasa
peroxisomal —ACO- o la proteina desacopladora 2 -UCP-2-) y como consecuencia la célula
B pierde su sensibilidad a la glucosa y reacciona con una hipersecrecion de insulina a bajas
concentraciones de glucosa, junto con la incapacidad de adaptar la respuesta secretora a la
glucemia, favoreciendo entonces la insulinoresistencia. En higado también se produce mas

glucosa (neoglucogénesis), promoviendo alin mas su intolerancia, 21-23:25.26-2

Existen dos teorias principales por las cuales se explicaria el mecanismo mediante el cual

los acidos grasos libres producen una disminucion en la secrecion de insulina?l-23252:

1. Por la disminucion en la actividad de los receptores Glut-2

2. Por Cambios en las vias metabolicas de los lipidos

El aumento de los &cidos grasos libres a causa de una lipolisis exacerbada y la disminucion
de la Acetil Co-A Carboxilasa (ACC) al no requerirse la sintesis de acidos grasos libres
(que se encuentran en exceso), tiene como consecuencia la disminucion de malonil Co-A
(que es importante para la inhibicion de enzima Carnitina Palmitoiltransferasa 1 -CPT-1- y
que interviene en el transporte de acidos grasos de cadena larga), ademas de la activacion

de Acetilcarnitina Transferasa 1, que favorece la degradacion de &cidos grasos libres,
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intensificando la beta oxidacion con la subsecuente disminucion de derivados acilos de

Coenzima A, reduciendo la secrecion de insulina.?628.2°

E. GLUCOLIPOTOXICIDAD:

La glucolipotoxicidad es como se le ha denominado a la alteracion de la funcion de la
célula B del pancreas ligada a una dieta alta en carbohidratos y lipidos (Figura 8). Es un
evento que ocurre Unicamente en la célula B del pancreas y se origina cuando existe una
exposicion crénica a glucosa y acidos grasos, lo que desencadena una resistencia a la

insulina e hiperglucemia,?1:24-2527-29
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Figura 8. MECANISMOS DE LA GLUCOLIPOTOXICIDAD EN LA CELULA BETA DEL PANCREAS
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De manera fisiologica, la entrada de glucosa a la célula B a través de su receptor de
membrana (GLUT-2) la lleva a ser transformada en Acetil Co-A mediante la glucolisis. A
su vez, la Acetil Co-A ingresa al ciclo de Krebs, cuya funcion principal en este sitio -a
diferencia de cualquier otro drgano- es liberar ATP para dar la suficiente energia que
permitira el cierre de los canales de Potasio dependientes de ATP, dando paso a la
despolarizacion de la membrana, para abrir los canales y permitir la entrada de Calcio
extracelular que actuaran sobre los granulos de insulina almacenados en el reticulo

endoplasmico para que sean liberados fuera de la célula p.21242527-29

Sin embargo, cuando existe una hiperglucemia, se aumenta la produccion de superdxido
mitocondrial (una especie reactiva de oxigeno —ROS-) que estimulara la expresion del gen
de la proteina desacoplante 2 (UCP-2) en la célula 3. Cuando la mitocondria se desacopla
durante la cadena respiratoria debido a la UCP-2, causa una disminucion en la produccion
de ATP y por lo tanto el cierre de los canales de potasio dependientes de ATP se vera
afectado negativamente, asi como el resto de la via para liberacion de los granulos de

insulina fuera de la célula p.22°

Por otro lado, otro de los productos del ciclo de Krebs es el Citrato, cuya funcién en la
célula B es transformarse hasta Malonil Co-A (gracias a la Acetil Co-A carboxlilasa —~ACC-
), pero no para la sintesis de 4cidos grasos a partir de FAS (Acido graso Sintasa —Fatty Acid
Synthase-), sino para inhibir a la enzima Carnitina Palmitoiltransferasa 1 (CTP-1), que en
otros organos tiene un papel importante en el transporte de &cidos grasos de cadena larga a
través de la membrana al unirlos a la carnitina, pero que no es esencial en la célula B puesto

que ésa no es su tarea principal. 21-%°
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Un tercer producto del ciclo de Krebs es el NADH reducido, que ingresara a la cadena

respiratoria, para la produccion de ATP.

En cuanto a la funcion que tienen los lipidos en la célula B, estos ingresan a la beta

oxidacion, dando lugar a dos productos: 21:23-25:27-29

- Acetil Co-A que sera utilizado en el ciclo de Krebs para la produccion de ATP,
necesario para el cierre de los canales de potasio dependientes de ATP

- Acil Co-A de cadena larga, que en este caso seguird su transformacion hasta
Diacilglicerol (DAG) y junto con el inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) obtenido a partir
de la reaccion de hidrdlisis catalizada por la fosfolipasa C del PIP2 (fosfatidil
inositol 4-5 bifosfato), activan a la proteincinasa C (PKC) para que ésta a su vez y
junto con el calcio, una vez en el reticulo endoplasmico promuevan la salida de los

granulos de insulina hasta la membrana para liberar la hormona.

Cuando existe un exceso de &cidos grasos, éstos siguen entrando a la célula B y
transformandose en Acetil Co-A, que en exceso aumentara la actividad de la
oxidoreductasa Acil Co-A oxidasa peroxisomal (ACO o EC 1.3.3.6), lo que terminara
generando peroxido de hidrégeno (H202) —ROS- en grandes cantidades. La célula 3 se vera
entonces gravemente afectada por este acimulo de H>O, pues contrario a otras células, no
cuenta con ninguna enzima antioxidante (Catalasa, Glutation Peroxidasa —GPX,
Superoxido Dismutasa —SOD-) para ayudarle a degradarlo, lo que traera como

consecuencia la degeneracion celular e incluso apoptosis. 2123-24-25.27-29
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F. GLUCOSA EN SANGRE Y SU IMPORTANCIA EN ENFERMEDADES COMO

LA DIABETES:

El transporte y metabolismo de la glucosa es considerado un evento fisiologico
cuidadosamente regulado por el higado, los tejidos extrahepaticos y hormonas como la

insulina, glucagon, adrenalina, glucocorticoides y tiroxinas. 2

Sin embargo, cuando existe una fuerte reduccion en el aporte de glucosa en la dieta
(hipoglucemia crénica) o, por el contrario, un exceso constante de ésta en sangre
(hiperglucemia cronica), degenerard en un circulo vicioso que de continuar asi provocara
complicaciones metabolicas, un dafio irreversible en el organismo y en casos extremos, la

muerte 2,3,5-9,12,30

La hipoglucemia cronica puede ser originada debido a: anorexia, estrés, ejercicio
exhaustivo, insuficiencia hepética, insulinoma, sobredosis de insulina en pacientes tratados
o la Illamada hipoglucemia juvenil transitoria. Por el contrario, la hiperglucemia crdnica
puede ser ocasionada debido a la presencia de algunas patologias como son:
hiperadrenocorticismo, falla renal, pancreatitis aguda, feocromocitoma, glucagonoma y
diabetes (este ultimo padecimiento, puede ser debido a dafio o deficiencia de la funcion
pancredtica por causa de tumores, enfermedad autoinmune, origen genético o resistencia a
la insulina), 23 5-9:12:30

La diabetes es considerada la enfermedad que mas se encuentra relacionada a la presencia
cronica de altas concentraciones de glucosa en sangre, que puede aumentar debido a la
reduccion de su entrada en el muasculo y el tejido adiposo, junto al aumento de produccion

de glucosa por parte del higado pero que no puede ser aprovechada por las células para
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obtener energia, ya sea debido a la incapacidad de las células B de producir una cantidad
adecuada de insulina o de la capacidad de la insulina para actuar en sus tejidos blanco, asi
que éstos recurren al uso de acidos grasos, cetonas y aminoacidos como fuentes de energia
alternativa, 23 591230

Al no poder ser utilizada la glucosa por las células, se acumulara en sangre, y una de las
consecuencias importantes es que se excederd el umbral renal para la reabsorcion tubular,
lo que provocara que la glucosa salga con la orina (glucosuria).

La presion osmatica ejercida por la presencia de glucosa en la orina también aumenta la
diuresis osmética (pérdida de agua en la orina), reduciendo el volumen de sangre y
causando sed en el paciente, lo que a su vez genera un consumo excesivo de liquidos para

tratar de compensar ese déficit, 23 912,30

La situacion se ve exacerbada por el hecho de que las células B del pancreas requieren de
insulina y cuando ésta no esta disponible, los niveles de glucosa intracelular de estas células
permanecen bajos incluso cuando los niveles de glucosa en sangre son adecuados. Debido a
esa incapacidad de tomar glucosa del plasma sanguineo durante la diabetes, las células f3
interpretan que la concentracion de glucosa es baja y aumentan la secrecion de glucagon, lo

que estimula la gluconeogénesis y aumenta ain mas la concentracién de glucosa en sangre.

1-5,7-9,12,31,32-34

Aunado a todos estos problemas, si la enfermedad continda su curso sin una deteccion
oportuna y/6 un control adecuado, puede generar dafios permanentes e irreversibles a todos
los tejidos y como consecuencia conllevard a enfermedades secundarias que pueden

contribuir a mermar aiin mas el estado del paciente e incluso poner en riesgo su vida. 1"

9,12,32-34
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La diabetes es, por lo tanto, una de las enfermedades cuya prevencion, diagnostico y
control es de gran importancia. Ademas, se debe considerar como una enfermedad que se
relaciona fuertemente con la presencia de sobrepeso u obesidad en el individuo, y que

ademas es una enfermedad que ha ido en aumento con el paso de los afios. 15791232-34
G. RELACION ENTRE OBESIDAD Y DIABETES:

La obesidad y el sobrepeso, de acuerdo a la Organizacion Mundial para la Salud, se definen
como la acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud y

se les considera como la primera pandemia no infecciosa del siglo XX1. 1:25:3536

Se ha observado que la prevalencia de la obesidad en la especie canina va de la mano con la
presentada en la especie humana 3", De acuerdo a la Asociacion Mundial de Veterinarios
de Pequefios Animales, en Espafia entre el 20 y el 40% de los perros padecen sobrepeso u

obesidad, sin embargo, esto es un reflejo de la situacion a nivel mundial®>37-40

En cuanto a la prevalencia de diabetes en perros, se ha visto de igual forma un incremento
con el paso de los afios: hace treinta afios, se diagnosticaba esta enfermedad en las clinicas
veterinarias en 19 de cada 10 000 perros (equivalente a un 0.19 %); para 1999, la
prevalencia se habia triplicado, alcanzando un valor del 0.58 % 3537-40

Tomando en cuenta la prevalencia tanto de obesidad como de diabetes en perros y
considerando que existen unos 5 millones de perros registrados en ese pais, se puede inferir
que hay entre 1 y 2 millones de perros con sobrepeso/obesidad, los cuales pueden llegar a

desarrollar diabetes. 153740
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H. DIABETES MELLITUS EN EL PERRO. DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO:

Como ya se ha descrito, la DM es una enfermedad cronica que aparece cuando el pancreas
no produce insulina suficiente o cuando el organismo no utiliza eficazmente la insulina que

produce. Sin embargo, éste no es un proceso de curso inmediato.

El sindrome de resistencia a la insulina o sindrome metabdlico (SM) se caracteriza de
acuerdo a los criterios del National Cholesterol Education Programme Adult Treatment
Panel 111, 2005 (NCEP-ATP-2005)%3" modificado para la especie canina, por los siguientes

elementos:

- Obesidad: Considerando una condicion corporal de 4 puntos en la escala de 5
puntos, de acuerdo a la American Animal Hospital Association (AAHA,2010)¢37

- Hiperglucemia: Cuando existe un nivel de glucosa en sangre en ayunas, de >
6.1mmol/L (109.8 mg/dL)

- Bajos niveles de colesterol: Cuando dichos niveles en ayunas son de < 1.0mmol/L
(macho) y de < 1.3 mmol/L (hembras)

- Hipertrigliceridemia: Con un valor en ayunas de > 1.7mmol/L

- Hipertension: Cuando la presion arterial se encuentra en un nivel de > 150/95

mm/Hg

Es por ello que el SM puede considerarse un paso previo a la diabetes y debe ser tomada en

cuenta al momento de realizar un diagnoéstico y prevencion de la enfermedad.
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Con respecto a su clasificacion, en la especie humana, la DM se divide generalmente en

cuatro tipos*3;
1. Diabetes mellitus dependiente de insulina (IDDM) o tipo 1
2. Diabetes mellitus independiente de insulina (NIDDM) o tipo 2

3. Diabetes secundaria (asociada a determinados sindromes o afecciones como

hipoparatiroidismo 0 hiperadrenocortiscismo).

4. Diabetes gestacional

Sin embargo, en perros, a pesar de su similitud con la enfermedad descrita en humanos, ain
existen muchos factores que no estan del todo claros por lo que la clasificacion usada en la
especie humana no es aplicable del todo. Para la especie canina en el 2013 se realiz6 una re-
clasificacion, de acuerdo al Royal Veterinary College de Inglaterra, con base a la causa de

la hiperglucemia mas que por su respuesta al tratamiento con insulina (Tabla 1) 44
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Tabla 1. Clasificacion de Diabetes Mellitus en perros, de acuerdo al Royal Veterinary College de

Inglaterra, con base a la causa de la hiperglucemia (2013) 41-43

- Destruccion de células p inmunomediada

HIPERGLUCEMIA POR DEFICIENCIADE Hipoplasia de células

INSULINA o ) ) . »
- Pérdida de células B asociada a lesiones exopancreaticas
(necrosis pancreatica, pancreatitis)
- Procesos ideopaticos
- Obesidad
HIPERGLUCEMIA POR RESISTENCIAA |- Secundaria a otras endocrinopatias
INSULINA

- Diabetes gestacional

- latrogenia  (administracion de  prostdgenos  sintéticos,

glucocorticoides)

Muchos de los perros diabéticos presentan una destruccion inespecifica de los islotes de
Langerhans asociada a una reaccion serologica a la isoforma 65kDa de GAD y/6 al
antigeno de insulinoma 2 (IA-2).”*® También se ha encontrado que existen factores
genéticos predisponentes como mutaciones en los genes INF-y e TNF-a 0 el gen del
complejo mayor de histocompatibilidad (conocido también como antigeno leucocitico —

DLA-).

Lo anterior indica que la mayoria de los pacientes presentan una DM por deficiencia de
insulina, sin embargo, existen razas (y cruzas de ellas) que genéticamente no estarian
predispuestas a la enfermedad, pero debido a los habitos y el tipo de vida que llevan,

pueden llegar a presentar primero obesidad y posteriormente desencadenarse en diabetes,
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tales como, Cobrador de Labrador, Cobrador Dorado, Chihuahuefio, Poodle, Samoyedo o
Daschund. Esto es un factor importante a considerar cuando un paciente llega a la clinica
con signos que puedan indicar la manifestacion de DM, ya que aln no existen muchos
estudios que indiquen un diagndstico preciso para definir el tipo de diabetes que presenta el

paciente*!-44,

Debido a todas las posibles causas y a pesar de la similitud de muchos de los signos de DM
entre las especies humana y canina, un buen diagnéstico que incluya pruebas de laboratorio
y un examen fisico exhaustivo, resulta de vital importancia para asegurar un buen
tratamiento que no s6lo permita tratar la enfermedad sintoméaticamente sino que también de
una mejor calidad de vida en el paciente, lo que se vera reflejado positivamente en el estado
de &nimo del propietario, quien entonces se mantendra comprometido con el tratamiento

para su perro. 44
I. TRATAMIENTO DE DIABETES MELLUTIS EN PERROS:

El tratamiento mas cominmente utilizado para los pacientes con diabetes se compone de
los siguientes elementos: 1) Dieta de prescripcion (cuya formulacion estd enfocada a
regular la entrada de glucosa con mayor lentitud a través del sistema gastrointestinal); 2)
Ejercicio y 3) Administracion exdgena de insulina, que puede ser de accion corta (conocida
como cristalina o regular, actia a los 30 minutos de ser aplicada y su efecto es de 15
minutos), de accion intermedia (conocida como NHP, actla a las 2 horas de aplicarse y su
efecto dura de 8-12 horas) o de accion ultralenta (conocida como protamina zinc, actda a
las 6 horas de aplicarse y su efecto puede ir desde las 8 a 12 horas o desde las 24-72 horas).

Estas pueden ser aplicadas en un protocolo individual o combinado. 23+31-33,36-37:45
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No obstante, a pesar de tener un diagnostico certero, en ocasiones el tratamiento falla
debido a distintas circunstancias como: Resistencia del organismo a la insulina exdgena
administrada, gracias al desarrollo de anticuerpos por parte del organismo hacia los
aminoacidos especificos de la molécula (que casi siempre es de origen porcino) (Tabla2);
sedentarismo y continuar con un exceso de alimentacion y/o a no adherirse puntualmente al

cumplimiento de los horarios de aplicacion de la insulina. 2-431-33:36-37:45

Tabla 2. Variaciones de aminoacidos en las posiciones A8, A9 y B30 de la molécula de insulina segun

la especig®34243
VARIACIONES DE AMINOACIDOS EN LAS POSICIONES
A8, A9 Y B30 DE LA MOLECULA DE INSULINA

ESPECIE A8 A9 Al10 B30
Perro Thr Ser lle Ala
Cerdo Thr Ser lle Ala
Hombre Thr Ser lle Thr
Vaca Ala Ser Val Ala

También se ha visto que otro factor muy importante que puede llevar al fracaso del
tratamiento es el elevado costo de los farmacos comunmente utilizados para disminuir la
glucemia en el paciente, hecho que se ve ain mas reforzado cuando existe resistencia a los
mismos, lo que frustra a los propietarios y por consecuencia provoca que éstos dejen de
invertir en la salud de su animal de compafiia, con la subsecuente recaida y disminucién de
calidad y tiempo de vida, especialmente cuando el paciente que presenta la enfermedad es
aun joven (que segun la literatura, la presentacion de la enfermedad suele encontrarse

comdnmente en el lapso de los 3 a los 12 afios de edad,). 24:31-33:36-37.45
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IV. ANTECEDENTES:

1. USO DE TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS A LA APLICACION DE

INSULINA:

Dando registro de los problemas que en muchas ocasiones representa el tratamiento de
insulina a largo plazo principalmente sobre la calidad y tiempo de vida del paciente, se
contempla la posibilidad de utilizar tratamientos alternativos a la administracion de
insulina, tales como el uso de productos a base de sustancias de origen natural como las
plantas con propiedades hipoglucemiantes, como la sabila (Aloe), el nopal, la pifia, entre
muchas otras. Estos tratamientos alternativos, al igual que cualquier otro tratamiento para
DM, idealmente deben acompafiarse de ejercicio y una dieta de prescripcion, pero no
necesariamente deberian ser causa de una resistencia a la insulina a largo plazo o provocar

una toxicidad posterior a su ingesta. 46->2

De entre las muchas plantas con propiedades hipoglucemiantes que existen, una de las mas
estudiadas (principalmente en la especie humana) para este fin, es la sabila (entre ellas, una
de las variedades mas utilizadas es el Aloe barbadensis), que puede ser administrada en

diferentes presentaciones, 46:48:49:51,53.54

Dentro de los compuestos orgéanicos de Aloe barbadensis que presentan actividad
hipoglucemiante a corto plazo se ha descrito al aloe-emodin (Figura 9), una antraquinona
derivada de la aloina, que se obtiene al realizar el proceso de estabilizacion del gel de Aloe
Vera. Algunos de los trabajos realizados que soportan la evidencia del efecto

hipoglucemiante del Aloe Vera se muestran a continuacion en la Tabla 3: 46:48:49.51,53-60
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Tabla 3. Antecedentes de las investigaciones realizadas sobre los efectos hipoglucemiantes de Aloe

Barbadensis PO 46:48:49,5160

GEL DE ALOE VERA

AUTOR DOSIS RESUTADOS
Beppu, 2006 Uso de fraccion de 10kDa Existe inhibicién a nivel
de extracto de Aloe Vera, intestinal de glucosa en
por 30 42 dias yeyuno de ratas diabéticas
Kimy col., 2009

Rajasekaran, 2006

25, 50 y 100 mg/dia/8
semanas PO

300mg/dia/21 dias PO

El gel de Aloe reduce la
resistencia a la insulina en
sangre y de TAG en higado.
Reduce tamario de
adipocitos en ratones
diabéticos.

El gel de aloe vera
disminuye niveles de
glucosa en sangre,
colesterol, TAG, &cidos

grasos Yy fosfolipidos en
higado y rifién. Disminuye
las VLDL e incrementa las
LDL en rata diabetica

Choi y Myun-Hee Chung,
2013

250, 500 y 750 mg/kg por
30diasPO e IV

La dosis menor de Aloe
vera no muestra efecto para
disminuir niveles de
glucosa en sangre en ratas y
perros; las siguientes dos
dosis muestran efecto
hipoglucemiante. No se
observa toxicidad. Se
determina que la mejor
dosis es la media
(500mg/kg).
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Ajabnoor, 1989

500mg/kg PO, una y dos
veces al dia

Se observa efecto
hipoglucemiante con dos
dosis al dia, mas no a una

sola dosis, en ratones
diabéticos

Rajasekaran S, Sivagnanam
K, Subramanian S

2005

300mg/kg/dia/21 dias. Via
intragéstrica

El extracto de gel de Aloe
vera disminuye los niveles
de glucosa, hemoglobina
glucosilada e incrementa la
hemoglobina en ratas
diabéticas

El mecanismo de accidn que provee el efecto hipoglucemiante del aloe-emodin se observa
a nivel de las vellosidades intestinales, pues actla sobre las o-glucosidasas presentes,
especificamente en el borde del cepillo, de manera que se une al sitio receptor de estas
enzimas y como consecuencia retrasa su funcion (cortar los enlaces B 1-4 y al-6 de los
polimeros de glucosa, para dejarla libre y que ingrese a la sangre), por lo que la absorcion
de glucosa a la sangre es mas lenta, contribuyendo de modo favorable en una liberacion

gradual de insulina para que a su vez permita el paso de glucosa al interior de las células,

sin saturarse. (Figura 10) °3-°8.60.67
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Figura 9. Estructura quimica del aloe-emodin
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Figura 10. Mecanismo de accion del aloe-emodin sobre la absorcion de glucosa en el intestino
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Otro producto de origen natural con propiedades hipoglucemiantes muy utilizado en
México (principalmente en la especie humana) es el extracto liquido de propdleo®83,
Existe una gran variedad de extractos de propdleo de acuerdo a su origen, por lo que los
compuestos que contiene pueden llegar a variar en cantidad y concentracion, pero uno de
los principales que se encuentra presente regularmente en todos los extractos, es un acido
hidroxicindmico que es derivado fendlico del &cido caféico, denominado Fenetil estér cido
caféico (CAPE) 72 (Figura 11), del cual se ha observado que posee propiedades
hipoglucemiantes. Algunos de los trabajos realizados que soportan la evidencia de dicho

efecto se resumen en la tabla 4:

Tabla 4. Antecedentes de investigaciones de los efectos hipoglucemiantes del extracto de Propéleo PO

EXTRACTO DE PROPOLEO

AUTOR DOSIS RESUTADOS
Pacheco y col. , 2011 150 mg/kg/dia/ por seis El tratamiento con propdleo
semanas reduce los niveles de

insulina e indice HOMA

Eun Soo Lee y col. , 2007 No se menciona El efecto de CAPE es sobre
el ATK (aumenta su
fosforilacion de manera
tiempo-dependiente,
pasando de un pico méaximo
en 1h a un pico maximo en
3 minutos)

Otro efecto es sobre la
estimulacién de la ACC
(mayor eficiencia de la -
oxidacion)

Un tercer efecto observado
es impedir la formacion de
ROS inducidos por

42/132



peroxidacion lipidica en
tejidos

Tolbay col. , 2013

No se menciona

El CAPE tiene efectos
hepatoprotectores,
neuroprotectores y

antiinflamatorios, al inhibir
proteinas como TNF-a,
JNK1 o IL6, asi como la
formacién de ROS

El mecanismo de accién por el cual existe un efecto hipoglucemiante por parte del CAPE,
se encuentra a nivel celular, durante la activacion de la enzima Akt/PKB (AKT/Protein
quinasa B) de la via de activacién de insulina. Esto ocurre al acelerar la fosforilacion de
Atk de forma tiempo-dependiente (pasando de un pico maximo de fosforilacion de 1 hora a
un pico maximo de fosforilacion de 3 minutos), estimulando con mayor velocidad a los

receptores Glut-4 y mejorando asi una mayor entrada de glucosa al interior celular. %87

(Figura 12)
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Figura 11. Estructura quimica del Fenetil estér acido caféico (CAPE)

Figura 12. Mecanismo de accion del CAPE a nivel de la via Atk/PKB de activacion de la insulina
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2. ESTRES OXIDATIVO Y LOS PRODUCTOS DE ORIGEN NATURAL (ALOE

VERA Y EXTRACTO DE PROPOLEO):

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre la produccién de especies
reactivas de oxigeno (ROS 6 EOR -atomos con un nimero impar de electrones o que tienen
un electron libre-) y la capacidad de produccion de antioxidantes del organismo. Este
desequilibrio puede ser ocasionado por un déficit de moléculas antioxidantes o por un
incremento exagerado de la produccion de radicales libres. Esto tiene como consecuencia
alteraciones en las funciones y estructura de las células (principalmente por

lipoperoxidacion de la membrana celular). 784

El estrés oxidativo juega un papel muy importante en el desarrollo de la diabetes, ya que
interfiere en la sefializacion de la insulina y el transporte de glucosa en las células. Durante
la diabetes se produce un aumento de radicales libres del oxigeno y nitrégeno
principalmente, provocando que se siga manifestando la hiperglucemia crénica

caracteristica de dicha enfermedad. 838’

En grandes proporciones los radicales libres pueden causar dafio a las células, por lo que
consumir alimentos con propiedades antioxidantes puede ayudar a prevenir ese exceso de

radicales libres, 8391

En la especie humana se ha observado (de acuerdo a diversos estudios) que el consumo de
gel de Aloe Vera, aparte de tener efecto hipoglucemiante, aumenta la biodisponibilidad de
las vitaminas C y E (antioxidantes naturales obtenidos de la dieta), asi como la produccion
de enzimas antioxidantes hepaticas como catalasa, superdxido dismutasa (SOD) o glutation

peroxidasa (GPX). También se ha observado que posee un efecto favorable en la
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disminucion de la hemoglobina glucosilada (un analito que indica la cantidad de glucosa en
sangre del paciente durante los tres Gltimos meses, cuyo valor en condiciones fisioldgicas
es menor a 5.7%) en pacientes humanos con diabetes, en los cuales dicho analito puede

llegar arriba del 6.5%. %297

En cuanto al extracto de propdleo, aparte de su efecto hipoglucemiante se ha observado (de
acuerdo a la literatura) que el CAPE administrado a largo plazo puede inhibir la
lipoperoxidacion de la membrana celular reduciendo las especies reactivas de acido
tiobarbiturico (TBARs) y aumentando el GPX reducido; también puede disminuir de
manera significativa los niveles de éxido nitrico —-NO- y malondialdehido producidos
durante la diabetes y que causan inflamacion y produccion de citoquinas (sustancias que
entonces se vuelven tdxicas para el organismo y provocan apoptosis celular). Asimismo, en
los estudios consultados se observé que el CAPE puede reducir la expresion del RNA para
los factores de necrosis tumoral TNF-a and IFN-y en el cerebro, los cuales también pueden

provocar inflamacion y apoptosis celular. 921%
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3. USO DE HERRAMIENTAS DIAGNOSTICAS PARA LA LECTURA DE

GLUCOSA EN SANGRE EN PERROS:

Resulta importante que el médico veterinario dedicado a la clinica de pequefias especies
pueda contar con una herramienta de diagndstico confiable y rapido para tomar acciones
oportunas y acertadas en cuanto al protocolo a seguir con un paciente que presente

alteraciones en sus niveles de glucosa en sangre, por distintas causas. %4

En Meéxico, el diagnostico de los niveles de glucosa en sangre en perros se lleva a cabo

mediante dos métodos principalmente: 11

- Método quimico tradicional (Bioquimica Sanguinea), que se lleva a cabo en un
laboratorio de diagndstico de patologia clinica

- Método electroquimico rapido con tiras reactivas, que se lleva a cabo con ayuda de
un glucémetro (el cual en la mayoria de los casos es el recomendado para uso

humano)

a. Método Quimico tradicional (MQT): Esta técnica utilizada para la medicion de la
Glucosa, forma parte del grupo de las pruebas de Bioquimica clinica, que se define como
aquella parte de la patologia clinica que se encarga del estudio de la composicion quimica
de la fraccion no figurada de la sangre (plasma) como una ayuda paraclinica. 21213161819 4
utilizacion de los anélisis desarrollados en la bioquimica clinica permite conocer la
naturaleza del proceso patoldgico, establecer el diagnostico definitivo en combinacion con
otros antecedentes, establecer y evaluar el prondstico, hacer un seguimiento de la terapia

establecida y desarrollar medidas de control. 101104
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El fundamento de la prueba MQT para medir la glucosa en sangre, se basa en que la
glucosa oxidasa —Gox-, utiliza como indicador una oxidorreductasa, que se extrae
generalmente del hongo Aspergilus niger y que cataliza la oxidacion de la glucosa para
formar perdxido de hidrégeno y D-glucono-g-lactona. La D-glucono-3-lactona se encuentra
normalmente en las células para contribuir a degradar los azucares hacia sus metabolitos,

ademas de catalizar la oxidacion de la glucosa de acuerdo con la siguiente reaccion: 10192
Glucosa + Oz + H20 Acido Glucénico + H20;

El peroxido de hidrogeno formado reacciona con el 4-aminoantipirina y el fenol, bajo la
accion catalitica de la peroxidasa (oxidacion) y forman un antipirilqguinonimina rojo cuya

intensidad de color es proporcional a la concentracién de la glucosa en la muestra.

2H,0> + 4-Aminoantipirina + fenol Antipirilquinonimina + 4H>0= Intensidad de color = %

de glucosa de la muestra

Este método de laboratorio suele ser muy Util para obtener un resultado confiable, sin
embargo se deben cuidar algunos aspectos relacionados a la toma de la muestra y su
transporte para asegurar mayor precision y evitar lo mas posible interferencias que afecten
el resultado, entre los que destacan: el tipo de tubo donde se depositard la muestra; la
rapidez con la que se toma la muestra, asi como el tamafio y el tipo de jeringa; el tiempo
transcurrido entre la toma de muestra y su recepcion en el laboratorio para ser trabajada
(idealmente debe ser menor a dos horas); asi como también el grado de relajacion del
paciente al momento de la toma de muestra; las medidas de asepsia previas a la toma de

muestra; entre otras. 31101.102.104
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b. Método electroquimico rapido con tiras reactivas (MER): Las Tiras Reactivas son
sensores tipo microchips que permiten realizar con una gota de sangre capilar las
determinaciones de glucemia. El principio de esta prueba consiste en que cada tira reactiva
contiene en uno de sus extremos un reactivo especial (una enzima, generalmente glucosa
oxidasa) que actda con la muestra de sangre que se deposito en el sitio indicado y que subid
por capilaridad a lo largo de la tira, generando una corriente electroquimica de muy baja
intensidad que serd proporcional a la cantidad de glucosa que existe en la muestra (poca
cantidad de glucosa implica una menor intensidad de corriente y visceversa). Este voltaje es
interpretado por el medidor (en este caso, glucdmetro de tecnologia electroquimica) y es asi
como se puede dar la lectura del nivel de glucemia. Dicho resultado puede estar expresado

en mg/dL o mmol/L, de acuerdo a la configuracion del medidor, 5101:104-107

El sistema de medicién de la tira reactiva esta disefiado para corregir influencias de factores
externos que puedan perturbar la medicion (temperatura, humedad, azlcares diferentes a la
glucosa, vitamina C, hematocrito, tipo de sangre de donde proviene la muestra — capilar o
venosa-) gracias a que posee varios electrodos que permiten discriminar otras sustancias
diferentes a la glucosa y a que muchas veces la calibracién del medidor integra ya un factor
de correccion para plasma en lugar de sangre total, permitiendo que la lectura tomada en el
momento sea comparable directamente con los resultados obtenidos por la quimica

Sanguinea. 6,101,104-107

La muestra de sangre que se requiere para esta prueba, es solo una gota. La lectura se
obtiene —dependiendo del medidor- entre 3 y 5 segundos después de depositada la muestra.
En cuanto a los cuidados basicos para una lectura confiable, los fabricantes recomiendan

que las tiras reactivas permanezcan cerradas mientras no se usan, que no se mantengan

49/132



fuera del envase por periodos prolongados, procurar no tocar la zona donde se deposita la
muestra, mantener el envase y las tiras en un lugar seco y que una vez abierto el envase las

tiras se usen en un periodo maximo de 90 dias. 6101:104-107

Aunque los métodos electroquimico répido y quimico tradicional poseen ventajas y
desventajas para monitorear las concentraciones sanguineas de glucosa en los pacientes.
6.101,105-112 o presente estudio tiene entre sus objetivos la validacion mediante un ensayo in
vitro de la prueba rdpida de medicion de glucosa por tiras reactivas, asi como la
comparacion de ambos métodos para confirmar el uso de la prueba rapida como un método
confiable, seguro y répido para obtener una buena lectura de la concentracion de glucosa en
el paciente veterinario (perros). La importancia de lo anterior reside principalmente en que
en México se recurre al método de lectura rapida de glucosa en sangre mediante tiras
reactivas con glucémetro para uso humano como una alternativa a los anélisis tradicionales
de laboratorio, ya sea para casos donde saber el resultado lo mas réapido posible es crucial
para el diagndstico y tratamiento a seguir (por ejemplo en una emergencia), como para
diagnostico y monitoreo de los pacientes con enfermedades cronicas como la diabetes, en
las cuales se requiere en ocasiones realizar varias pruebas en un corto periodo de tiempo y
el uso del glucometro disminuye notablemente los costos de cada prueba comparado al
método de laboratorio (Bioquimica Sanguinea). Parte de la problematica a considerar es
que el uso del glucémetro esta dirigido a la especie humana, lo que implica un error de
lectura con respecto al valor real, estimado que puede ser de hasta un 159,5101:104.107-112
debido al cambio de especie. Por lo tanto la validacién del MER al que recurren los
médicos veterinarios en México es necesario para brindar confianza en su uso, debido a que

genera un menor costo y puesto que no se cuenta muchas veces con un gluc()metro de uso
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especifico para pacientes veterinarios o con las tiras reactivas que éste utiliza (éstas deben
ser importadas, lo que dificulta su adquisicion en el pais, aumentando el tiempo, el costo de

dichos insumos y la disponibilidad para permitir que el médico veterinario las utilice).

V. JUSTIFICACION:

En los perros obesos se puede observar que existe una resistencia a la insulina. Sin
embargo, al no presentar signos clinicos evidentes a corto plazo, éstos pueden pasar
desapercibidos por los propietarios, por lo que una vez que tales signos se manifiestan
suelen ser indicativo de una enfermedad ya muy avanzada. Esta situacion tiene como
consecuencia que el protocolo a seguir para su tratamiento requiera de un mayor nimero de
elementos para poder primeramente, estabilizar al animal hasta un punto donde la
enfermedad se encuentra presente pero sus signos ya no representan un riesgo para la
integridad del paciente (debido a los eventos patoldgicos primarios y secundarios asociados
a ésta) y en segundo lugar, para ajustar las dosis de la insulina que se requieren para
mantener al paciente estable desde ese momento en adelante (lo que tendra repercusion
sobre su calidad de vida, durante su tiempo de vida restante).

Lo anterior representa una mayor inversion para el duefio del animal en dinero y tiempo,
ademas de que la administracién del tratamiento en casa puede llegar a complicarse, ya sea
por la poca cooperacion del perro al momento de administrarle la insulina, por resistencia
del organismo a dicha insulina o por situaciones que impidan al propietario dar el

tratamiento en tiempo y forma adecuados.
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Se pretende, por lo tanto, buscar alternativas al tratamiento tradicional con insulina, en éste
caso el uso de sustancias de origen natural con efectos hipoglucemiantes por via oral (PO),
que ademas sean econdmicamente accesibles para el duefio.

Dado que tanto el gel de Aloe Vera como el extracto de propoleo se encuentran disponibles
ampliamente en Meéxico y se han utilizado, con buenos resultados, como tratamiento
alternativo en la especie humana para controlar los niveles de glucosa en sangre, en el
presente estudio se procedié a realizar la evaluacion del efecto de cada uno de estos
productos sobre los niveles de glucosa en pacientes veterinarios (perros), sobre los cuales
existe nula informacion al respecto de su uso como tratamiento preventivo y/6 alternativo

para enfermedades como obesidad y DM.

Asimismo, se considerd importante realizar una comparacion del efecto hipoglucemiante
entre los tratamientos establecidos, para cada una de las etapas del estudio y también entre

dichas etapas.

El presente estudio es considerado como un Ensayo Clinico de Fase Il. Al no contarse con
un protocolo ya establecido en pacientes veterinarios para el uso de los productos de origen
natural con efecto hipoglucemiante que se utilizaron, se llevaron a cabo estudios previos
para determinar las dosis adecuadas (en cantidad y tiempo puntual de aplicacion segun
circunstancias) para cada uno de los tratamientos. También se llevo a cabo la evaluacion
previa de la toxicidad aguda de los mismos sobre los pacientes, mediante la realizacion de
analisis clinicos (bioguimica sanguinea, hemograma y hemoglobina glicosilada) para
observar los posibles cambios que existieran en ellos, debido al efecto de los diferentes

tratamientos administrados, sobre el organismo.
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También se comprobé la eficacia del uso de pruebas rapidas para medicion de glucosa
como el glucémetro, ya que ésta resulta una herramienta valiosa para el médico veterinario
dedicado a pequefias especies que requiera realizar el diagnostico y/o monitoreo de un

paciente que presente hiperglucemia.

V1. HIPOTESIS:

El uso de productos® de origen natural con propiedades hipoglucemiantes como el Aloe
Vera (Aloe barbadensis) y el extracto de prop6leo (Propolis) por via oral son una opcién

viable para el control de los niveles de glucosa en sangre en perros

VII. OBJETIVOS:

a. Objetivo general:

e FEvaluar el efecto de dos productos® de origen natural con propiedades
hipoglucemiantes (Aloe barbadensis y extracto liquido de prop6leo) sobre el control
de los niveles de glucosa y analitos sanguineos, en perros de diferentes condiciones
corporales, a partir de curvas de tolerancia a la glucosa, utilizando un método rapido

de medicidn de glucosa en sangre (tiras reactivas con glucémetro).
b. Obijetivos especificos:

e Comprobar la eficacia del uso de una prueba rapida de medicion de glucosa en

sangre (tiras reactivas con glucémetro) como una opcion valida para el diagndstico
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y/o monitoreo del paciente que llegue a la clinica veterinaria y presente

hiperglucemia.

Evaluar el efecto de dos productos® de origen natural con propiedades
hipoglucemiantes (Aloe barbadensis y extracto liquido de propoleo) sobre el control
de los niveles de glucosa en sangre en perros considerados en peso ideal y
clinicamente sanos (etapa 1), mediante su administracion via oral —PO- y la
realizacion de curvas de tolerancia a la glucosa (iniciales y por cada tratamiento

administrado)

Comparar los resultados de los diferentes tratamientos contra un grupo control

(perros no tratados).

Evaluar el efecto de dos productos® de origen natural con propiedades
hipoglucemiantes (Aloe barbadensis y extracto liquido de prop6leo) sobre el control
de los niveles de glucosa en sangre en perros considerados con sobrepeso y
clinicamente sanos (etapa 2), mediante su administracion PO y la realizacion de

curvas de tolerancia a la glucosa (iniciales y por cada tratamiento administrado)

Comparar los resultados de los diferentes tratamientos contra un grupo control

(perros no tratados).

Evaluar el efecto de dos productos® de origen natural con propiedades
hipoglucemiantes (Aloe barbadensis y extracto liquido de propoleo) sobre el control
de los niveles de glucosa en sangre en perros considerados con obesidad y
clinicamente sanos (etapa 3), mediante su administracion PO y la realizacion de

curvas de tolerancia a la glucosa (iniciales y por cada tratamiento administrado)
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e Comparar los resultados de los diferentes tratamientos contra un grupo control

(perros no tratados).

e Comprobar la eficacia del uso de una prueba rapida de medicion de glucosa en
sangre (tiras reactivas con glucometro) como una opcién véalida para el diagndstico
y/6 monitoreo del paciente que llegue a la clinica veterinaria y presente

hiperglucemia.

e Comprobar la inocuidad de cada uno de los tratamientos administrados, a partir de
los resultados para cada analito de Quimica Sanguinea —QS-, Hemograma —HG- y
Hemoglobina glicosilada —-HgAc1-, observando la presencia 6 ausencia de signos de

toxicidad aguda.

VIIl. METODOLOGIA:

El presente estudio se clasificd6 como un Ensayo Clinico de Fase Il '3, dividido en tres
etapas (Etapa 1: Perros considerados en peso ideal, clinicamente sanos; Etapa 2: Perros
considerados con sobrepeso, clinicamente sanos; Etapa 3: Perros considerados con
obesidad, clinicamente sanos). La determinacion de la condicion corporal (CC) fue con
base a la escala de cinco puntos y formulas de morfometria para determinacion de la grasa

corporal >1(Anexos 1y 2).

Para determinar el numero de pacientes por etapa (n=8) a participar en el presente estudio,

se utilizd la constante proyectada por el programa Epidat®, a partir de los datos obtenidos
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tanto de la busqueda en hospitales y clinicas veterinarias, asi como datos de prevalencia de
la DM en la especie canina a nivel nacional e internacional. Se elaboraron Formatos de
Registro Clinicos (CRF) y de Consentimiento para participar en el estudio, los cuales se
repartieron y fueron firmados por los propietarios o responsables de cada paciente o
candidato a participar en el presente estudio, segin los examenes clinicos y pruebas de
gabinete (Bioquimica —QS-, Hemograma —HG-, Hemoglobina glicosilada -HgAc1-) previas
al estudio y de acuerdo a los lineamientos del Subcomité institucional para el cuidado y uso
de animales de experimentacion del Posgrado la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UNAM (CICUA, FMVZ-UNAM)! asi como de la NOM-062-ZOO-

1999118

Se acord6 con los propietarios su conformidad para proporcionar un alimento balanceado
(Nupec Optimo Adulto® Nutec México) una semana antes y durante el tiempo que se llevo
a cabo el proyecto (seis semanas) con el fin de estandarizar y controlar dicha variable. Con
el propodsito de establecer las cantidades de alimento que consumiria cada paciente, se
realizaron calculos para obtener las Necesidades Energéticas Diarias de cada perro, asi
como del aporte de energia del alimento y la cantidad en tazas a las que eso equivale.'™

(Anexo 3)
Los tratamientos evaluados fueron:

- Administracion de extracto de Aloe barbadensis® (a una dosis de 0.5mL/kg peso

del producto activo —PC- PO, equivalentes a 500mg/kg de sustancia activa —SA-).

- Administracion de extracto liquido de propdleo de abeja® (a una dosis de

0.14mL/kg de PC PO, equivalentes a 10mg/kg de SA).
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En cada etapa se utilizaron también grupos controles para compararlos con los
distintos tratamientos evaluados. A dichos grupos sélo se les administré el bolo de
glucosa PO (1000 mg/kg glucosa)!®12L La presentacion fue con jarabe de maiz de
alta fructosa (JMAF 42) de la marca Karo® Lotes L6075 F043 (Etapa 1) y L7089
FO57 (Etapas 2 y 3). Para el analisis estadistico se utiliz6 el modelo de medias
repetidas para pruebas cruzadas (anélisis estadistico para un disefio experimental
completamente al azar de 1 factor y 3 niveles, incluyendo el control) 31 (Figura

13).

PACIENTE
1 2 3 4 5§ 6 7 8

0000006
HCLX JoreoX I X
"00000006 0

cCO® 1@ 2 @

CODIGO: C= Control; 1=Tx 1; 2=Tx 2

Figura 13. Modelo estadistico de medias repetidas para pruebas cruzadas, correspondiente a los diferentes

tratamientos a administrar
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IX. FASE EXPERIMENTAL:

A. PREVIO A LAS ETAPAS:

1. Se realizaron pruebas preliminares para determinar el tiempo de aplicacion de la
dosis de los tratamientos propuestos (n=8): Se considerd si seria previo a la
administracion de glucosa (30, 15 6 5 minutos antes) o de forma simultanea a la
administracion del bolo de glucosa o posterior a la administracion del bolo de
glucosa (30, 15 0 5 minutos después)

2. Se realiz6 la validacion parcial de la prueba rapida de medicién de glucosa
con glucometro, a partir de la validacion del estandar de glucosa in vitro

(GAGO 20, Sigma-Aldrich®)12;

VALIDACION PARCIAL DE LA PRUEBA RAPIDA DE MEDICION DE

GLUCOSA CON GLUCOMETRO

Con la intencion de realizar la validacion in vitro de la medicion de la glucosa a través del
equipo electroquimico rapido (glucémetro), se utilizo el estandar de glucosa y a través del
método GAGO 20, Sigma-Aldrich®)!22, El fundamento de la prueba se basa en la oxidacion
de la glucosa en acido glucoronico y peroxido de hidrégeno a través de la enzima glucosa
oxidasa. El perdxido de hidrogeno reacciona con la o-dianisidina en la presencia de
peroxidasa dando como resultado un producto con color (rosa). La o-dianisidina oxidada
reacciona con el &cido sulfirico para estabilizar el producto de color. La intensidad de color

final (rosa a intenso/fucsia a rosa transparente), a 540nm (espectofotometro) es
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proporcional a la concentracion de glucosa en la muestra analizada!®112122123_E| fundamento

de la prueba consiste en la siguiente reaccion:

Glucosa
Oxidasa . .
D- Glucosa + H,0 + O, =—————J» Acido D-Glucénico + H, O,
Peroxidasa Oxidacion
Hzoz + o-Dianisidina é o-Dianisidina
(incoloro) (café)

o-Dianisidina Oxidada _m» o-Dianisidina Oxidada

(tonalidades de rosa)

Procedimiento:

a. Preparacion del reactivo de glucosa oxidasa/peroxidasa (Kit G3660 para la
preparacion de STD de glucosa, Sigma-Aldrich®, México): Se utiliz6 una
capsula de 1g, la cual contenia 500 unidades glucosa-oxidasa (proveniente de
Aspergillus niger) equivalentes a 0.83 g/1g, asi como 100 unidades de peroxido

y sales bifer equivalentes a 0316 g/1g (Sigma-Aldrich® México).

Se mezclé el contenido de la capsula en una botella &ambar con 39.2 mL de agua
desionizada a una concentracion de 12 N. Se apartd mientras se preparaba el

reactivo de o-Dianisidina.

b. Preparacion del reactivo de o-dianisidina (D 2679 Sigma-Aldrich® México):

Se utiliz6 un Vial de 5mg de o-dianisidina dihidroclorhidrico (0-D). Se
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reconstituyd el contenido con 1 mL de agua desionizada al 12 N, se agito hasta

homogenizar. Se apartd mientras se preparo el estandar de glucosa.

Preparacion del estdndar de glucosa (STD) ([d-glucosa] G 3285 Sigma-
Aldrich® México): Este paso se realizd previamente a la mezcla del reactivo
GO/P con el de 0-D. Se agreg6 1.0 mg/mL del estdndar de glucosa en 0.1% de
acido benzoico, se homogeniz6 suavemente y se dejo aparte mientras se

preparaba el reactivo de prueba.

Preparacion del reactivo de prueba (mezcla de los reactivos de Glucosa
Oxidasa/peroxidasa (GO/P) y 0-D): Este paso se realiz6 aparte y posterior a la
preparacion del STD. Se tomaron 0.8 mL de 0-D y se agregaron a un matraz que

contenia el total del reactivo de GO/P (39.2 mL).

Se homogeniz6 agitando suavemente. Se dejo reposar y se procedio a realizar

las diluciones correspondientes para el STD.

Preparacion de las diluciones para la curva estandar de glucosa (STD): Una
vez preparados tanto el reactivo de prueba como el estdndar de glucosa, se
colocaron diez tubos de ensayo en una gradilla, debidamente identificados para

realizar cada dilucion y su respectiva repeticion.

Los tubos fueron ordenados de manera ascendente con base a la cantidad de
STD que se les fue agregando como primer paso, de acuerdo a la tabla 5 de

diluciones:
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Tabla 5. Diluciones para realizar el estandar de glucosa

DILUCION CONCENTRACION

Blanco 1 2mL (GO/P + 0-D)

Blanco 2 2mL (GO/P + 0-D)

STD1 0.02mL (STD) + 2mL (GO/P + 0-D)
STD 1’ (repeticion) 0.02mL (STD) + 2mL (GO/P + 0-D)
STD 2 0.04mL (STD) + 2mL (GO/P + 0-D)
STD 2° (repeticion) 0.04mL (STD) + 2mL (GO/P + 0-D)
STD 3 0.06mL (STD) + 2mL (GO/P + 0-D)
STD 3" (repeticion) 0.06mL (STD) + 2mL (GO/P + 0-D)
STD4 0.08mL (STD) + 2mL (GO/P + 0-D)
STD 4’ (repeticion) 0.08mL (STD) + 2mL (GO/P + 0-D)

Una vez que cada tubo estuvo en orden y conteniendo su respectiva cantidad de
STD, se procedi6 a realizar la reaccién: Al tiempo cero se tomaron 2.0 mL del
reactivo de prueba con una micropipeta y se agregaron al primer tubo, asi como
a su respectiva repeticion (STD 1y STD 1) y posteriormente se homogenizaron.
Se repitio el proceso con los tubos restantes, siguiendo el orden establecido y
dejando un intervalo de tiempo de 60 segundos al momento de agregar el

reactivo de prueba entre cada uno de ellos.

Al terminar de agregar el reactivo de prueba a todos los tubos, se procedi6 a

colocarlos en bafio Maria y se dejaron ahi por exactamente 30 minutos a 37°C.

Detener la reaccion: Se afiadieron 2.0 mL de acido sulfarico (25, 810-5 Sigma-
Aldrich® México) a una concentracion 12 N a cada tubo, repitiendo el orden
establecido previamente en las diluciones, dejando pasar 60 segundo entre cada
uno. Una vez hecho esto, se midi6 la absorbancia de cada dilucién del STD a
una longitud de onda de 540 nm, realizando un barrido con un espectofotometro

en la region visible y se compararon los resultados con los blancos.
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Para la medicion de la absorbancia se utilizaron un espectofotometro UV visible
marca Agilent Cary 100 y el software Cary WinUV. La validacion in vitro del
estandar de glucosa fue realizada en el Laboratorio de Ensayos Farmaceuticos, FES

Cuautitlan-UNAM.

.ETAPAS1,2y3:

Para la etapa 1 se establecié un modelo piloto para evaluar el efecto del extracto de
Aloe barbadensis® y extracto de prop6leo®, sobre los niveles de glucosa en sangre
en perros. Se utilizaron 8 perros considerados de tamafio mediano (entre 8 y 25 kg),
clinicamente sanos (determinado a partir de un examen fisico general y pruebas de
laboratorio), considerados en peso ideal (CC 3/5, de acuerdo al sistema de cinco

puntos de condicion corporal en perrostt>11),

Se realiz6 la comprobacion de la eficacia del uso de la prueba rapida con tiras
reactivas y glucémetro como método valido para el diagnostico y/6 monitoreo del
paciente veterinario que presente hiperglucemia, mediante la comparacion de los
resultados de medicion de glucosa en sangre obtenidos durante las curvas de
tolerancia para dicho analito, tanto con el uso del glucometro (Accu-Check® Active)

como a partir de los resultados obtenidos del laboratorio de diagndstico (QS).

Se compararon los resultados de cada analito obtenido a partir de la QS, HG y
HgAcl de cada paciente, para cada uno de los tratamientos y se observd la

presencia o ausencia de signos de toxicidad aguda, de acuerdo a los valores de
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normalidad manejados por el laboratorio de diagnostico donde se realizaron los

estudios.

e Para la etapa 2 se realizd la evaluacion del efecto del extracto de Aloe barbadensis
® y extracto de propoleo®, sobre los niveles de glucosa en sangre en perros. Se
utilizaron 8 perros considerados de tamafio mediano (entre 8 y 25 kg), clinicamente
sanos (determinado a partir de un examen fisico general y pruebas de laboratorio),
considerados en sobrepeso (CC 4/5, de acuerdo al sistema de cinco puntos de
condicion corporal en perros!s11),

e Para la etapa 3 se realizd la evaluacion del efecto del extracto de Aloe barbadensis®
y extracto de propdleo®, sobre los niveles de glucosa en sangre en perros. Se
utilizaron 8 pacientes caninos considerados adultos (mayores de 1 afio) con
obesidad, clinicamente sanos. Se utilizaron 8 perros considerados de tamafio
mediano (entre 8 y 25 kg), clinicamente sanos (determinado a partir de un examen
fisico general y pruebas de laboratorio), considerados en obesidad (CC 5/5, de

acuerdo al sistema de cinco puntos de condicion corporal en perros!s16),

Todos los animales utilizados durante la investigacion fueron alojados bajo las mismas
condiciones y se les proporcion6 el mismo tipo de alimento comercial formulado para
perros adultos (Nupec Optimo Adulto® Nutec México), de acuerdo al Reglamento del
CICUA, FMVZ-UNAM*" y de la NOM-062-Z00-1999*8. Dicho alimento se administrd

previo (una semana) y durante todo el experimento (seis semanas).

Durante el desarrollo de cada etapa del estudio, a cada perro del grupo se le realizd una

primera curva de tolerancia a la glucosa para determinar sus parametros basales.
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Posteriormente se les realizaron curvas de tolerancia a la glucosa después de la
administracion PO de cada uno de los tratamientos administrados y para el grupo control
(las tomas de muestra fueron realizadas a los tiempos: 0, 15, 45, 90 y 120 minutos). El

tiempo de lavado entre cada tratamiento (incluyendo el control) fue de una semana.

En la etapa 1, para realizar las curvas de cada tratamiento, se llevo a cabo la toma de
muestra de sangre para pruebas de Hemograma (HG) y Quimica Sanguinea (QS) en cada
momento de registro de la curva de cada tratamiento. También se realiz6 la lectura de
glucosa en sangre a partir de una prueba rapida con tiras reactivas y glucometro, en cada
momento de registro de la curva. Posteriormente se compararon dichos valores con los

obtenidos a partir de los arrojados por las pruebas de laboratorio para HG y QS.

A continuacion, se realizaron comparaciones entre las curvas de cada tratamiento para cada

uno de los perros, para determinar su efecto.

Durante la etapa 2, para las curvas de cada tratamiento, se llevo a cabo la toma de muestra
de sangre para pruebas de Hemograma (HG) y Quimica Sanguinea (QS). Dichas tomas de
sangre fueron realizadas al principio de la curva de cada tratamiento (primera toma,
correspondiente al punto basal, tiempo 0) y al finalizar el tratamiento (Gltima toma
realizada durante el registro de la curva, a los 120 minutos). También se realizé la lectura
de glucosa en sangre a partir de una prueba rapida con tiras reactivas y glucometro, al
momento de cada toma de muestra para el registro de los puntos que conformaban cada
curva de cada tratamiento. Posteriormente se compararon los valores obtenidos a partir de

la prueba répida, con los obtenidos por las pruebas de laboratorio para HG y QS.
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A continuacion, se realizaron comparaciones entre las curvas de cada tratamiento para cada

uno de los perros, para determinar su efecto.

En la etapa 3, para las curvas de cada tratamiento, se llevo a cabo la toma de muestra de
sangre para pruebas de hemograma (HG) y quimica sanguinea (QS). Dichas tomas de
sangre fueron realizadas al principio de la curva de cada tratamiento (primera toma,
correspondiente al punto basal, tiempo 0) y al finalizar el tratamiento (Gltima toma
realizada durante el registro de la curva, a los 120 minutos) para comprobar el estado de
salud del paciente antes, durante y al finalizar el experimento. También se realizo la lectura
de glucosa en sangre a partir de una prueba rapida con tiras reactivas y glucometro, al
momento de cada toma de muestra para el registro de los puntos que conformaban cada

curva de cada tratamiento.

Posteriormente se realizaron comparaciones entre las curvas de cada tratamiento para cada

uno de los perros, para determinar su efecto.

Para el andlisis estadistico™*!* se utiliz6 el modelo de medias repetidas para pruebas
cruzadas (anlisis estadistico para un disefio experimental completamente al azar de 1

factor y 3 niveles) y los datos se corrieron en el programa Statgraphics Centurion®.
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C. COMPROBACION DE EFICACIA DEL METODO RAPIDO DE
LECTURA DE GLUCOSA EN SANGRE EN PERROS
(DERIVADO DE LA ETAPA 1 DEL ESTUDIO):

Los métodos comparados fueron'??:

- Meétodo de determinacion de glucosa quimico tradicional (Bioquimica Sanguinea)
(MQT)
- Meétodo electroguimico rapido de medicion de glucosa, mediante tiras reactivas (uso

de kit de glucometro y tiras reactivas Accu-Check® Active) (MER)

Para la colecta de las muestras sanguineas necesarias para llevar a cabo el MQT, se
utilizaron agujas de canalizacion 21G conectadas a un tapon Giratek ® que se mantuvieron
fijas en la vena yugular del paciente para disminuir el estrés del paciente y facilitar la toma
de cada muestra. Se rasur0 el area yugular para eliminar el exceso de pelo y como parte del
protocolo de asepsia, asi como el uso de una gasa para embrocar el area de puncién con
una solucion de digluconato de clorhexidina al 2%, en sentido contrario al crecimiento del
pelo y en forma circular del centro hacia la periferia, dejandolo actuar por 2 minutos antes
de volver a aplicar la clorhexidina. La vena fue revisada y desinfectada en cada toma de
muestra para evitar infecciones. Se utiliz6 una jeringa estéril de 3mL por perro / por cada
toma de muestra. En total, se obtuvieron un total de 215 muestras de 1 mL de sangre para la

determinacion de glucosa.
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Para la prueba MER, se tom0 una gota de sangre y se depositd en el espacio indicado para
la lectura en la tira reactiva, el resultado obtenido a través del glucometro se registrd cinco

segundos después del analisis.

Se realiz6 la comparacion de los resultados obtenidos a partir de la MER y los obtenidos a
partir de la MQT. Para esto, se establecieron arbitrariamente distintos niveles de
glucemia®10t-112123 - posteriormente con los resultados se realizaron los calculos para
establecer la diferencia numérica y en porcentaje entre cada método y se buscé un factor de

correccién, 101123

D. EVALUACION DE LA TOXICIDAD AGUDA DE CADA UNO DE

LOS TRATAMIENTOS:

Se comprobo la inocuidad de los productos® utilizados, mediante la realizacion y
comparacion de los anélisis de laboratorio (Hemograma —HG-, Quimica Sanguinea —
QS-, Hemoglobina glucosilada —HgAc1-) al inicio y al final de cada tratamiento asi
como para el monitoreo al final del experimento, en los cuales se observd que no
existen cambios significativos con respecto a los niveles normales establecidos para

cada analito.

Se realizd la comparacion de los resultados obtenidos a partir de las pruebas de QS, HG
y HgAcl de todos los tratamientos, asi como de la curva inicial previa y posterior al

estudio.
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Los analisis fueron divididos de acuerdo a los analitos basicos para los perfiles hepatico

y renal (Tabla 6); 31:102.104;

Tabla 6. Analitos que conforman los perfiles renal y hepatico, para analisis bioquimico en perros

PERFIL HEPATICO PERFIL RENAL

Albdmina Urea
ALT Creatinina
.o Albdmina
TP Fosforo
Fosforo Calcio
Calcio F.A
ALT
PERFIL HEPATO-REMAL
Bicarbonato Potasio
Sodio Cloro

Los valores y niveles normales para cada analito, fueron proporcionados por el

laboratorio de patologia clinica de la FMVZ-UNAM (Tabla 7).

Tabla 7. Valores fisioldgicos de los analitos de los perfiles renal y hepético, para analisis bioquimico

en perros
PERFIL HEPATICO
ALBUM ALT FA TP
29-40 >70 >189 56-75
PERFIL RENAL
UREA CREATIN P Ca FA ALT
2.1-7.9 60-130 0.80-1.80 2.17-2.94 >189 >70
PERFIL HEPATO-RENAL
BICARB Na K cl
17-25 141-152 3.8-54 108-117
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X. DISCUSION Y RESULTADOS

Discusidn general:

La concentracion de glucosa en sangre en los perros es un pardmetro importante para
indicar el estado de salud del paciente al ser examinado en la clinica de pequefias
especies, asi como para prevenir y/o diagnosticar enfermedades como la DM o para la
deteccion de la resistencia a la insulina que se llega a presentar en pacientes caninos con

obesidad (que puede llevar al desarrollo posterior de DM)146:20.33.35

Asimismo, se observa que existen problemas (por diversos factores) que pueden llegar a
presentarse durante el tratamiento comunmente dado para enfermedades como la DM
en perros, lo que puede llevar a complicar la situacion de mantener bajo control la

enfermedad en el paciente que la padece, afectando asi su calidad y tiempo de vida.36-

También es de importancia mencionar que el médico veterinario requiere de poder
contar con herramientas de diagnostico y prevencidn que sean rapidas y confiables para
poder tomar acciones oportunas y acertadas con respecto al protocolo a seguir cuando
en la clinica se presente un paciente que presente signos de alteracion en sus niveles de

glucosa, 101112

Debido a todos los puntos anteriores, se considera de interés realizar un estudio donde
se evallen y comparen las concentraciones de glucosa en sangre en perros clinicamente
sanos, con diferentes estados de condicidn corporal (ideal, sobrepeso, obesidad), bajo el
uso de tratamientos alternativos tales como el gel de aloe (Aloe barbadensis) y el
extracto de propoleo, que de acuerdo a la literatura (enfocada principalmente a la

especie humana) poseen propiedades hipoglucemiantes, por lo que podrian ser de
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utilidad para el tratamiento y/o prevencion de la resistencia a la insulina y/o de la DM

€en perros.

Para una discusion de resultados mas organizada, ésta se dividid en tres puntos

principales que a continuacion seran desglosados:

1. Validacion de la prueba répida de glucosa como método de monitoreo

2. Evaluacién de los tratamientos administrados (gel de aloe, extracto de propoleo,
control) sobre los niveles de glucosa en sangre en perros, para las tres etapas del

estudio (1, 2y 3)

3. Evaluacion de la toxicidad aguda de cada uno de los tratamientos
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1. VALIDACION DE LA PRUEBA RAPIDA DE GLUCOSA COMO METODO DE

MONITOREO

Se realiz6 la comparacion de los resultados obtenidos a partir de las pruebas rapidas de
glucosa (glucémetro) y de las QS y HG de todos los tratamientos, incluyendo el grupo
control (n=215). Para esto, se establecieron los distintos rangos de glucemia, tomando
como referencia lo encontrado en la literatura®3140101-112123 = pogteriormente se
realizaron los célculos para establecer la diferencia entre cada grupo (tira reactiva 0
prueba de laboratorio) asi como su porcentaje. Posteriormente se aplicd un factor de
correccion®12 (Tabla 8) De acuerdo a estos resultados y al analisis estadistico
realizado (Tabla 8, Figuras 14 y 15) se observd que no existié una diferencia
estadisticamente significativa entre los valores obtenidos con ambas técnicas de
analisis, por lo que se pudo comprobar que el uso de la prueba rapida de medicion de
glucosa en sangre con tiras reactivas es un método valido para llevar a cabo el
monitoreo de los pacientes en las distintas etapas del proyecto??, por lo que puede ser
utilizado para los pacientes tratados por médicos veterinarios dedicados a la clinica de

pequerias especies con toda seguridad.

Entre las pruebas de validacion parcial de la prueba MER se comprob6 que en el blanco
de reactivo no existié ningun pico interferente en el tiempo de absorcion maxima de la
glucosa, también se realizo la linealidad y sensibilidad, con un valor de la pendiente
comprendido en el intervalo para glucosa de 0.02 a 0.08 y con un valor para R2 de >

0.98. =
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La eficacia del método se comprobd a partir del valor de la exactitud obtenido para la
muestra enriquecida en el limite de decision de la sustancia. El criterio de aceptacion, se
aceptdé como correcta una exactitud comprendida en el intervalo de (80-120%) y un
coeficiente de variacion de <3%. La precision de los resultados obtenidos del control
de la eficacia del método se utilizo para realizar un control de la precision del método
cada 4 secuencias de trabajo. La validacion in vitro se llevé a cabo mediante la
medicién de la absorbancia del estandar de glucosa diluida en cuatro concentraciones
por medio del espectrofotometro UV visible, se comprob6 una sensibilidad mayor al
95% para la deteccion de la Glucosa y una buena reproducibilidad (figura 14). A través
del método GAGO 20, Sigma-Aldrich®)!?2123 y de acuerdo a las recomendaciones de
validacion del Colegio QFB México 241?° para llevar a cabo la reproducibilidad y
sensibilidad de un método. Con un total de 10 curvas instrumentales realizadas por
operadores diferentes y en distintos dias, se determinaron los intervalos de aceptacion
de la pendiente y de la ordenada en el origen para el analito. Las exactitudes medias
obtenidas para el analito en todos los niveles de concentracion, asi como la
reproducibilidad intralaboratorio (medida como coeficiente de variacion) cumplen con
los requisitos de validacion del AOAC!?%1%’ |a comprobacion de que este método es
apto para el uso previsto, control cuantitativo de la glucosa, se realiz6 mediante la
comparacion, obteniendo una valoracion satisfactoria en todos las comparaciones con
los valores asignados dentro del nivel de concentracion de la curva de calibrado del

método 122-123
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LECTURA DEL ESTANDAR DE GLUCOSA MEDIANTE ESPECTOFOTOMETRIA
uv
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Figura 14. Lectura del Estdndar de Glucosa, mediante un espectofotometro UV visible, después de realizar
4 diluciones del estdndar (STD) de glucosa por duplicado. ( A: 1y 1" correspondiente a la concentracion
de 0.02 mL de STD; B. 2 y 2" concentracion de 0.04 mL de STD; C: 3y 3" concentracién de 0.06 mL de

STD; D: 4y 4" concentracién de 0.08 mL de STD)?6:122.123

73/132



Tabla 8. Resumen estadistico de la comparacion de los dos métodos para la medicion de glucosa. Los
valores obtenidos de cada método corresponden al promedio de las diferencias desviacion estandar.

Anadlisis de Varianza (ANOVA) p= 0.057%

VALORES DE GLUCEMIA OBTENIDOS CON EL METODO RAPIDO (RT) Y EL METODO
QUIMICO TRADICIONAL (CHT) (mg/dL)
Niveles Porcentaje
de de
N Valores DE + Valores DE + Diferencia Factor de
glucosa diferencia
entre correccion
en (RT) (CHT) %
métodos
sangre
50-80 12 75.0 1.95 71.2 45 3.8 5 -3.8
80-100 62 90.0 2.41 93.6 0.8 3.6 3.8 -3.6
100-120 72 109.8 0.35 109.3 0.81 0.5 0.4 -0.5
120-150 52 124.9 2.82 130.4 1.2 1.0 0.8 X 1.08
150-210 17 164.7 6.66 178.8 24.1 14.1 7.9 X 1.08

De acuerdo a los resultados obtenidos con ambas técnicas de medicién de glucosa (MQT y
MER) vy al andlisis estadistico (ANOVA) realizado (Tabla 8, Figura 15) se observé que no
existe una diferencia estadisticamente significativa (p= 0.057) entre los valores obtenidos

con ambas técnicas de analisis?.
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Figura 15. Comparacion de medias de los dos métodos de monitoreo de Glucosa (MQT y MER).

Con la comparacion de las dos pruebas realizadas para el analito, se corroboré la validez
de la prueba rapida de medicion de glucosa en sangre con tiras reactivas y glucémetro,
como un método adecuado y confiable al que se puede recurrir en lugar del analisis por
quimica sanguinea (MQT). Asimismo se comprueba su uso como una herramienta Util,
confiable, rapida, econdmica y de facil uso para el diagndstico y monitoreo de los niveles
de glucosa de los pacientes que son atendidos en el ejercicio diario del médico veterinario

dedicado a pequefias especies'?.
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2. EVALUACION DE LOS TRATAMIENTOS ADMINISTRADOS (gel
de Aloe, extracto de propodleo, control) SOBRE LOS NIVELES DE
GLUCOSA EN SANGRE EN PERROS, EN LAS TRES ETAPAS DEL

ESTUDIO (1, 2y 3)

A continuacion se presentan las graficas con los resultados obtenidos de los
niveles promedio de concentraciones de glucosa en sangre (mg/dL)
correspondientes a cada tratamiento administrado (Control, Aloe, Propéleo)
para cada etapa del estudio, mediante la prueba de lectura rapida de medicion

de glucosa con tiras reactivas:
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[:nDIE[l I:l Rango normal [glucosa en sangre] en perros (posterior a ingesta de

alimento) segun literatura (120-180 mg/dl)

n=8
MAX= 141 &> Administracion bolo glucosa ¢ Administracion Propoleo PO
min= 75 @ Final de registro curva S—p Administracion de Aloe PO

@=——===p (Control

Figura 16.1 NIVELES PROMEDIO DE LAS CONCENTRACIONES DE GLUCOSA EN SANGRE (mg/dL)
DE TODOS LOS TRATAMIENTOS (Control, Aloe, Prop6leo) DE TODAS LAS ETAPAS (Etapas 1-3),
MEDIANTE PRUEBA DE LECTURA RAPIDA DE MEDICION DE GLUCOSA CON TIRAS REACTIVAS Y

GLUCOMETRO

77/132



Concentracion de glucosa (mg/dL)

-30

140

110 T ——
== Control Ftapal

100 === Aloe Etapal

==y Prop Etapal
90

80

70

-20 -10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Tiempo (minutos)

|:I Rango normal [glucosa en sangre] en perros (ayuno) segin
literatura (75-120 mg/dl)

E["]IE'] |:| Rango normal [glucosa en sangre] en perros (posterior a ingesta de
alimento) segun literatura (120-180 mg/dl)

n=8 L. . . L. .
MAX= 141 &————— Administracion bolo glucosa  ®—— Administracion Propéleo PO
min= 75 o————= Final de registro curva [ Administracion de Aloe PO

Figura 16.2. NIVELES PROMEDIO DE CONCENTRACIONES DE GLUCOSA EN SANGRE (mg/dL)
DE LA ETAPA 1, DE TODOS LOS TRATAMIENTOS (Control, Aloe, Propéleo), MEDIANTE PRUEBA
DE LECTURA RAPIDA DE MEDICION DE GLUCOSA CON TIRAS
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Figura 16.3. NIVELES PROMEDIO DE CONCENTRACIONES DE GLUCOSA EN SANGRE (mg/dL)
DE TODAS LAS ETAPAS (Etapas 1-3), PARA CONTROL Y TRATAMIENTO CON Aloe Barbadensis ®,
MEDIANTE PRUEBA DE LECTURA RAPIDA DE MEDICION DE GLUCOSA CON TIRAS
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Figura 16.4. NIVELES PROMEDIO DE CONCENTRACIONES DE GLUCOSA EN SANGRE (mg/dL)
DE TODAS LAS ETAPAS (Etapas 1-3), PARA CONTROL Y TRATAMIENTO CON EXTRACTO DE
PROPOLEO ®, MEDIANTE PRUEBA DE LECTURA RAPIDA DE MEDICION DE GLUCOSA CON
TIRAS REACTIVAS Y GLUCOMETRO
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Figura 16.5. NIVELES PROMEDIO DE CONCENTRACIONES DE GLUCOSA EN SANGRE (mg/dL)
DE TODAS LAS ETAPAS (Etapas 1-3), PARA LOS TRATAMIENTO CON EXTRACTO DE PROPOLEO
® Y GEL DE ALOE ®, MEDIANTE PRUEBA DE LECTURA RAPIDA DE MEDICION DE GLUCOSA
CON TIRAS REACTIVAS Y GLUCOMETRO
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a. ETAPA 1 (perros clinicamente sanos, considerados en peso ideal):

Se realiz6 la comparacion de los resultados obtenidos a partir de las pruebas rapidas de

medicion de glucosa con tiras reactivas con glucometro y de las BQ de todos los

tratamientos.

RESULTADOS:

De acuerdo a la valoracién Biogquimica se observd que 15 minutos después de

administrar el bolo de glucosa y el extracto de propoleo, existié una ligera
disminucion en la glucemia con respecto al grupo control y el grupo tratado con
gel de Aloe barbadensis®. Sin embargo ésta disminucion no llego a ser mucho
mayor al finalizar el registro de la curva (a los 120 minutos). Asimismo, durante
ésta primera etapa la concentracién maxima de glucosa en sangre resulté similar
en el caso de los tres tratamientos administrados, sin embargo ninguno de ellos
se elevd maés alla de los parametros fisioldgicos establecidos de acuerdo a la
literatura®3-1%1 para una glucemia en sangre posterior a la ingesta de alimento.
Siguiendo lo anterior, no existié un efecto estadisticamente significativo a corto
plazo para ninguno de los tratamientos evaluados, bajo las dosis y tiempos
establecidos previamente para éste estudio. Todo lo anterior puede observarse

en las figuras 16.1y 16.2.

El valor que muestra el andlisis de varianza fue de p = 0.36 (p > 0.05). Dicho valor

demuestra que no existio una diferencia estadisticamente significativa entre las

medias, con un nivel de 95.0% de confianza (Figura 17).
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Figura 17. Andlisis estadistico de la etapa 1 (ANOVA) p = 0.36

DISCUSION:

De acuerdo a los resultados obtenidos para ésta primera etapa del estudio, en los perros
clinicamente sanos y que se encuentran en una CC considerada como ideal, no se
observa ningin cambio sobre la curva de concentracion de glucosa en sangre, que
resulte significativamente diferente con respecto al efecto fisioldgico de la insulina del
propio individuo, tanto en el caso del tratamiento con gel de aloe como en el caso del
tratamiento con extracto de propoéleo. Estos resultados concuerdan con respecto a lo
encontrado en la literatura®>4-% %81 Sin embargo, esto no significa necesariamente
que ninguno de los tratamientos administrados poseen efectos que favorezcan la
disminucion de la concentracion de glucosa en sangre. En éste caso se atribuye el no

observar ningun cambio significativo, a que en los individuos sanos y en condicién
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corporal ideal y a que el pancreas funciona de modo adecuado, por lo que la actividad

de la insulina es suficiente para mantener el control de la glucemia en el individuo®

30,32,35-44,104

Por otro lado, aunque no se observan efectos significativos para disminuir la
concentracion de glucosa en sangre de los perros, tanto el gel de aloe como el extracto
de  propéleo  poseen  otras  cualidades como son  sus  efectos
antioxidantes*65354.°6.59.606768-81 - ;6 nodrian igualmente ser (tiles para ayudar a
mantener al animal en un estado de salud adecuado, si se proporcionan como parte de

un protocolo de medicina profilactica.
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b. ETAPA 2 (perros clinicamente sanos, considerados en sobrepeso):

Se realiz6 la comparacion de los resultados obtenidos a partir de las pruebas rapidas de

medicién de glucosa con tiras reactivas con glucometro y de las QS de todos los

tratamientos.

Para ésta etapa no se considero necesario llevar a cabo una evaluacién completa de la

toxicidad de los tratamientos ya que esto se realizo para la primera etapa. Sin embargo

se realizaron pruebas de laboratorio (QS y Hemograma) al inicio y al final de cada

curva de cada tratamiento administrado asi como al inicio, durante y al final del estudio.

RESULTADOS:

Después de la valoracion bioquimica se observo que existia una diferencia entre la

Se

curva control de la etapa 1 post administracion del bolo de glucosa, con respecto
a la curva control de la etapa 2, pues los valores registrados para la curva control
de la etapa 2 fueron mas elevados que los de la etapa 1, sin embargo no salieron
del nivel establecido como fisioldgico posterior a la ingesta de alimento®31:10%,
Esto puede observarse en la figura 16.1.

observd que existia una similitud de los valores entre las curvas para el
tratamiento con Aloe barbadensis® tanto de la etapa 1 como de la etapa 2, lo que
muestra un efecto de disminucion de la glucemia, con respecto al grupo control
en ambas etapas, manteniéndose ambas curvas registradas para el tratamiento
con Aloe barbadensis® dentro del nivel establecido como fisioldgico posterior a
la ingesta de alimento, de acuerdo a la literatura®3-1%!, Esto puede observarse en

las figuras 16.1y 16.3.
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iii. Se observd una diferencia marcada entre los valores de las curvas para el
tratamiento con extracto de propdleo® para las etapas 1 y 2, tanto entre ellas
como en contraste con el grupo control, siendo los valores para el tratamiento
con extracto de prop6leo® de la etapa 2 los mas elevados con respecto al grupo
control de ambas etapas y al grupo tratado con extracto de propéleo® de la etapa
1, pero aun con esto los valores de las curvas del tratamiento con extracto de
propoleo® para ambas etapas se encontraron dentro del nivel establecido como
fisiologico posterior a la ingesta de alimento, de acuerdo a la literatura®3%10L,
Esto puede observarse en las figuras 16.1 y 16.4.

iv. Con respecto al tratamiento con Aloe barbadensis® comparado con el de extracto de
propdleo®, se observo que existia una diferencia entre ellas, para ambas etapas.
Clinicamente se observo que durante la etapa 1 las concentraciones maximas de
glucosa en sangre registradas para ambos tratamientos era similar, pero no
comparados con las concentraciones de glucosa en sangre durante la etapa 2,
donde primero, las curvas de los dos tratamientos administrados eran mas
elevadas que sus correspondientes en la etapa 1 y segundo, durante la etapa 2,
los valores de las curvas para el tratamiento con extracto de prop6leo® se
apreciaron mucho mas elevados que los registrados para el tratamiento con Aloe
barbadensis®. Sin embargo y alin con esa diferencia que se observo entre ambos
tratamientos durante la etapa 2, los valores de las curvas se encontraron dentro
del nivel establecido como fisiologico posterior a la ingesta de alimento, de
acuerdo a la literatura®3+1%1, Esto puede observarse en las figuras 16.1 y 16.5.

Iii. Entonces, para la etapa 2, con base a los resultados obtenidos durante éste estudio, a

la valoracion bioguimica se observé que a corto plazo, a una dosis unica de 445
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mg/kg de Aloe barbadensis® existio un efecto de disminucion del 5.6% en los
niveles de glucosa con respecto a los obtenidos para el grupo control y del 13.77
% con respecto al grupo tratado con extracto de prop6leo®. Esto puede

observarse en las figuras 16.1, 16.3, 16.4 y 16.5.

iv. El valor que muestra el andlisis de varianza fue de p= 0.014 (p = <0.05). Dicho
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valor demuestra que existe una diferencia estadisticamente significativa entre las
medias de los tratamientos administrados (Aloe barbadensis® y extracto de

propdleo®), con un nivel de 95.0% de confianza (figura 18).
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Figura 18. Analisis estadistico de la etapa 2 (ANOVA) p = 0.014
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DISCUSION:

De acuerdo a los resultados obtenidos para la segunda etapa del estudio, en los perros
clinicamente sanos y que se encuentran en una CC considerada como sobrepeso, los
valores de la curva control de concentracion de glucosa en sangre fueron més elevados
con respecto a los valores de la curva control para los perros de la etapa 1 del estudio
(clinicamente sanos, considerados en CC ideal). Esto podria indicar una incipiente falla

en el funcionamiento del pancreas de los individuos y por lo tanto, de la actividad de la

insulina?0-3032,35-44,104

Con respecto al tratamiento con extracto de propdleo, se observd que no existe un
cambio sobre la curva de concentracion de glucosa en sangre, que resulte
significativamente diferente con respecto al efecto fisioldgico de la insulina del propio
individuo. Estos resultados concuerdan con respecto a lo encontrado en la literatura®2?,
Sin embargo, esto no significa necesariamente que el extracto de propdleo no posee
efectos que favorezcan la disminucion de la concentracién de glucosa en sangre. En éste
caso se puede atribuir el no observar ningn cambio significativo, a que a pesar de que
de acuerdo a la curva control de los perros en ésta etapa del estudio podria existir una
incipiente falla en la funcion pancreatica®’-30.3235-44104 o] mecanismo de accion del
extracto de propoleo es a nivel celular, sobre la enzima Akt/PKB de la via de activacién
de insulina. En éste punto es donde el CAPE acelera la fosforilacion de la Atk de forma
tiempo-dependiente (pasando de un pico maximo de fosforilacién de 1 hora a un pico
maximo de fosforilacion de 3 minutos), estimulando con mayor velocidad a los
receptores Glut-4 y mejorando asi una mayor entrada de glucosa al interior celular

(Figura 12). Por lo tanto, para que la eficiencia de ésta via de sefializacion celular sea
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palpable, se requiere de un protocolo con dosis a largo plazo (minimo de un mes) para
poder observar su efecto sobre la disminucién de la concentracion de glucosa en sangre

del individuo. 881

En el caso del tratamiento con gel de aloe, se observd que existe una diferencia
significativa en la disminucion de la concentracion de glucosa en sangre, con respecto
al grupo control y al del grupo tratado con el extracto de propdleo. Este resultado se
puede atribuir a que el mecanismo de accion del gel de aloe es nivel intestinal, donde el
aloe-emodin, por gradiente de concentracion, se une a las a-glucosidasas, compitiendo
asi con la glucosa por esa union, retrasando el paso de esta ultima al torrente sanguineo
y de ahi a los érganos (Figura 10), por lo que es posible observar su efecto sobre los
niveles de glucosa en sangre a corto plazo. Sin embargo se sugiere un estudio donde se
siga un protocolo con dosis a largo plazo (minimo un mes) para corroborar lo descrito
en la literatura con respecto a la efectividad y los beneficios en la salud del individuo, al

dar el tratamiento con gel de aloe, tanto a corto como a largo plazo®>3>+-°,
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c. ETAPA 3 (perros obesos, clinicamente sanos):

Se realiz6 la comparacion de los resultados obtenidos a partir de las pruebas rapidas de
medicion de glucosa con tiras reactivas con glucémetro y de las QS de todos los

tratamientos.

Para ésta etapa no se considero necesario llevar a cabo una evaluacién completa de la
toxicidad de los tratamientos ya que esto se realizo para la primera etapa. Sin embargo
se realizaron pruebas de laboratorio (QS y Hemograma) al inicio y al final de cada

curva de cada tratamiento administrado asi como al inicio, durante y al final del estudio.

RESULTADOS:

i. A la valoracion bioguimica se observd que existia una diferencia entre las curvas
control para las tres etapas, post administracién del bolo de glucosa, siendo los
valores de la curva para la etapa 3 los més elevados. Sin embargo ninguno de los
valores de las curvas para los controles de las tres etapas salieron del rango
establecido como fisioldgico posterior a la ingesta de alimento, de acuerdo a la
literatura®3+1%1, Esto puede observarse en la figura 16.1.

ii. Bioguimicamente se observé que existia una similitud de los valores entre las
curvas para el tratamiento con Aloe barbadensis® para las etapas 1,2 y 3 de éste
estudio, lo que se traduce en la observacion de un efecto de disminucion de la
glucemia, con respecto a los grupos control en todas etapas, manteniéndose las tres

curvas registradas para el tratamiento con Aloe barbadensis® dentro del rango
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establecido como fisioldgico posterior a la ingesta de alimento, de acuerdo a la
literatura®3:1%, Esto puede observarse en las figuras 16.1y 16.3.

iii. Se observd una diferencia marcada entre los valores de las curvas para el
tratamiento con extracto de propdleo® para las etapas 1, 2 y 3 de éste estudio, tanto
entre ellas como en contraste con el grupo control, siendo los valores para el
tratamiento con extracto de propdleo® de la etapa 2 los mas elevados con respecto a
los grupos control de las tres etapas y a los grupos tratados con extracto de
propdleo® de las etapas 1 y 3 (que entre ellas se aprecian curvas similares), pero atn
con esto los valores de las curvas del tratamiento con extracto de prop6leo® para
todas las etapas se encuentran dentro del rango establecido como fisioldgico
posterior a la ingesta de alimento, de acuerdo a la literatura®31%!, Esto puede

observarse en las figuras 16.1y 16.4.

iv. Con respecto al tratamiento con Aloe barbadensis® comparado con el de extracto
de propoleo®, se observd que existia una diferencia entre ellas, para las tres etapas.
Bioquimicamente se observd que durante la etapa 1 las concentraciones maximas de
glucosa en sangre registradas para los dos tratamientos era similar, pero no comparados
con las concentraciones de glucosa en sangre durante las etapas 2 y 3, donde primero, las
curvas de los dos tratamientos administrados durante las etapas 2 y 3 fueron mas elevadas
que sus correspondientes en la etapa 1 y segundo, durante las etapas 2 y 3, los valores de las
curvas para el tratamiento con extracto de propoleo® se apreciaron mucho mas elevados
que los registrados para el tratamiento con Aloe barbadensis® en éstas mismas etapas. Sin
embargo y aun con esa diferencia que se observd entre ambos tratamientos durante las

etapas 2 y 3, los valores de las curvas se encontraron dentro del nivel establecido como
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fisioldgico posterior a la ingesta de alimento, de acuerdo a la literatura®311%, Esto puede

observarse en las figuras 16.1 y 16.5.

Vi.

v. Para la etapa 3, con base a los resultados obtenidos durante éste estudio, se observo

que a corto plazo, a una dosis Unica de 445 mg/kg de Aloe barbadensis® existio
un efecto de disminucién del 12.1% en los niveles de glucosa con respecto a los
obtenidos para el grupo control y del 7.46% con respecto al grupo tratado con
extracto de propoleo®. Esto puede observarse en las figura 16.1, 16.3, 16.4 y

16.5.

El valor que muestra el andlisis de varianza fue de p = 0.034 (p < 0.05). Dicho

valor demuestra que existe una diferencia estadisticamente significativa entre las medias

del tratamiento con Aloe barbadensis® y el grupo control, con un nivel de 95.0% de

confianza (figura 19).

GLUCOSA

130

125

120

115

110

105

100

>

Figura 19. Andlisis estadistico de la etapa 3 (ANOVA) p = 0.034
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DISCUSION:

De acuerdo a los resultados obtenidos para la tercera etapa del estudio, en los perros
clinicamente sanos y que se encuentran en una CC considerada como obesidad, los
valores de la curva control de concentracion de glucosa en sangre fueron més elevados
con respecto a los valores de la curva control para los perros de las etapas 1 y 2 del
estudio (clinicamente sanos considerados en CC ideal y clinicamente sanos
considerados en CC de sobrepeso, respectivamente). Esto podria indicar una falla en el

funcionamiento del pancreas de los individuos y por lo tanto, de la actividad de la

insulina?0-30.32,35-44,104

En el caso del tratamiento con gel de aloe, se observé que existe una diferencia
significativa en la disminucién de la concentracion de glucosa en sangre, con respecto
al grupo control y al del grupo tratado con el extracto de propdleo, tanto para las curvas
de la etapa 3 como al compararlas con las curvas de las etapas 1 y 2. Este resultado se
puede atribuir a que el mecanismo de accion del gel de aloe es nivel intestinal, donde el
aloe-emodin, por gradiente de concentracion, se une a las a-glucosidasas, compitiendo
asi con la glucosa por esa unién, retrasando el paso de esta ultima al torrente sanguineo
y de ahi a los érganos (Figura 10), por lo que es posible observar su efecto sobre los
niveles de glucosa en sangre a corto plazo. Sin embargo se sugiere un estudio donde se
siga un protocolo con dosis a largo plazo (minimo un mes) para corroborar lo descrito
en la literatura con respecto a la efectividad y los beneficios en la salud del individuo, al

dar el tratamiento con gel de aloe, tanto a corto como a largo plazo®3>+-°,
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La marcada diferencia que se observa en la disminucion de la concentracion de glucosa
en sangre de los perros tratados con aloe con respecto al grupo control para la etapa 3,
asi como respecto a las etapas 1 y 2, puede atribuirse a que, de acuerdo a la literatura,
en los individuos con obesidad existe evidencia de una resistencia a la insulina asociada
a su condicion corporal?0-30.3235-44.104 " nor 1o que es en estos individuos donde se
observa claramente tanto un nivel elevado de glucemia en sangre (grupo control) como
un efecto manifiesto en la disminucion en los niveles de glucosa en sangre al

administrar el tratamiento con gel de alog>*5+-%°,

Con respecto al tratamiento con extracto de propdleo, se observé que no existe un
cambio sobre la curva de concentracion de glucosa en sangre, que resulte
significativamente diferente con respecto al efecto fisioldgico de la insulina del propio
individuo, considerando que al ser perros obesos, puede ya existir una falla en la
actividad pancreéatica y por lo tanto de la insulina. Estos resultados concuerdan con
respecto a lo encontrado en la literatura?®-30-32.35-448-81.104 gjy embargo, esto no significa
necesariamente que el extracto de propdéleo no posea efectos que favorezcan la
disminucion de la concentracion de glucosa en sangre. En éste caso se puede atribuir el
no observar ningun cambio significativo, a que a pesar de que de acuerdo a la curva
control de los perros en ésta etapa del estudio podria existir una resistencia a la insulina
asi como un posible fallo en la funcion pancreatica?®-30323544104 " o] mecanismo de
accion del extracto de propdleo es a nivel celular, sobre la enzima Akt/PKB de la via de
activacion de insulina. En éste punto es donde el CAPE acelera la fosforilacion de la
Atk de forma tiempo-dependiente (pasando de un pico méaximo de fosforilacion de 1

hora a un pico maximo de fosforilacion de 3 minutos), estimulando con mayor

94/132



velocidad a los receptores Glut-4 y mejorando asi una mayor entrada de glucosa al

interior celular (Figura 12). Por lo tanto, para que la eficiencia de ésta via de

sefializacion celular sea palpable, se requiere de un protocolo con dosis a largo plazo

(minimo de un mes) para poder observar su efecto sobre la disminucién de la

concentracion de glucosa en sangre de los perros. %8

DISCUSION CON RESPECTO AL MECANISMO DE ACCION DE LOS DOS

TRATAMENTOS ADMINISTRADOS, A LO LARGO DEL PRESENTE ESTUDIO:

a.

b.

Con respecto al Aloe barbadensis: De acuerdo a los resultados observados en las
tres etapas del presente estudio, el mecanismo de accion a nivel intestinal
consistente en la union del aloe-emodin -por gradiente de concentracion- a las o-
glucosidasas, compitiendo asi con la glucosa por esa union y retrasando el paso de
esta Ultima al torrente sanguineo y de ahi a los 6rganos, puede observarse desde la
primera dosis administrada. Sin embargo, para poder observar su accion
antioxidante que inhibe la lipoperoxidacién y la glicosilacion, aumentando la
actividad de GPX y SOD y disminuyendo los niveles de hemoglobina glicosilada el
tiempo de tratamiento debe ser de minimo tres semanas. 53°4-°

Con respecto al extracto de propoleo: De acuerdo a los resultados observados en las
tres etapas del presente estudio, se requiere de minimo un mes de administracion del
tratamiento para observar todos sus efectos beneficiosos: sobre la enzima Akt/PKB
de la via de activacion de insulina, gracias a que el CAPE acelera la fosforilacion de

la Atk de forma tiempo-dependiente (pasando de un pico maximo de fosforilacion
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de 1 hora a un pico maximo de fosforilacion de 3 minutos), estimulando con mayor
velocidad a los receptores Glut-4 y mejorando asi una mayor entrada de glucosa al
interior celular; disminuir significativamente niveles de NO y malondialdehido, que
producen inflamacién y produccion de citoquinas que pueden llevar a apoptosis
celular; reducir la expresion de genes RNA para factores tumorales TNF-a and IFN-
v en el cerebro que también provocan inflamacion y apoptosis celular; su efecto
antioxidante al aumentar el GPX reducido, disminuyendo la lipoperoxidacion, la

glicosilacion y los niveles de TBARs®%8
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3. EVALUACION DE LA TOXICIDAD AGUDA DE CADA UNO DE

LOS TRATAMIENTOS:

Tomando como referencia los valores y rangos fisioldgicos normales de cada analito de
acuerdo a los utilizados en el laboratorio de patologia clinica de la FMVZ-UNAM, se
pudo demostrar que los resultados obtenidos antes, durante y despues de la
administracion de cada tratamiento de éste estudio, ningun valor se encontrd fuera de
los valores normales en pacientes clinicamente sanos!*®1?’, por lo que se observa que
no existe manifestacion de toxicidad aguda provocada por los tratamientos
aplicados*’1:53:5455-58,6061-6568-73.128  corrohorando asi la inocuidad de cada uno (Tablas

9.1,9.2,10.1,10.2).

En cuanto al efecto sobre los niveles de hemoglobina glicosilada en sangre de perros,
ninguno de los valores se encontré fuera del rango fisioldgico esperado, de acuerdo a la
literatura®-1%1, por lo que se observa que no existe manifestacion de toxicidad aguda
provocada por los tratamientos aplicados*’:°1:53:5455-58.60.61-6568-73.128  cqrrohorando asi la

inocuidad de cada uno (Tablas 9.1,9.2,10.1,10.2).
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Tabla 9.1. Pruebas de Toxicidad Aguda Inicio/Fin de Cada Tx (Prueba de BIOQUIMICA SANGUINEA)

BIOQ.SANG. CONTROL INICIO CONTROL FINAL ALOE INICIO ALOE FINAL
ANALITO  |REFERENCIA| PROMEDIO | DESVEST | PROMEDIO | DESVEST | PROMEDIO | DESVEST | PROMEDIO | DESVEST
Glucosa | 75-120/180 96.2 8.216 116.7 10.414 86.3 14.183 120.4 38.799
HbAc1 4.0-7.52 4.5 0.617 4.6 0.637 4.2 0.661 4.5 0.708

mg/dI 83.8 18.762 82.8 13.541 74.0 30.266 81 33.125

ALBUM 29-40 3L.0 2.789 30.1 3.137 30.8 2.256 28.8 4.653
ALT =70 45.6 14.615 44.5 14,128 44.9 17.022 42.0 15.310
FA =189 112.1 52.895 115.0 50.555 121.3 40.938 112.8 44,933
P 56-75 61.1 6.091 38.3 3.674 614 4,122 36.9 10.296
UREA 2.1-7.9 6.4 1.507 5.6 2.064 5.7 1.924 5.1 1.890
CREATIN 60-130 104.8 19.337 104.8 19.337 102.3 20.649 100.0 25.712
P 0.80-1.80 1.4 0.359 1.2 0.245 1.2 0.435 11 0.331

Ca 2.17-2.04 2.5 0.121 2.5 0.148 2.5 0.030 2.4 0.350
Na 141-152 145.3 3.113 148.9 7.432 144.5 1.753 146.5 2.659

K 3.8-5.4 4.3 0.375 4.0 0.274 4.3 0.373 4.1 0.119

Cl 108-117 113.8 3.092 114.5 3.830 112.1 2.957 114.6 3.389
BICARB 17-25 21.4 2.299 22.3 2.287 21.6 2.811 21.3 2.396

Tabla 9.2. Pruebas de Toxicidad Aguda Inicio/Fin de Cada Tx (Prueba de BIOQUIMICA SANGUINEA

BIOQ.SANG. PROPOLEO INICIO PROPOLEO FINAL MONITOREO FINAL
ANALITO REFERENCIA| PROMEDIO | DESVEST | PROMEDIO | DESVEST | PROMEDIO | DESVEST
Glucosa 75-120/180 92.3 11.603 115.0 24.864 96.1 8.274
HbAc1 4.0-7.52 4.4 0.349 4.6 0.364 4.7 0.650

mg/dl Jr.7 11.493 82.8 12.244 84.6 18.944

ALBUM 29-40 31.3 2.570 30.8 3.260 31.0 2.619
ALT =70 48.5 18.600 46.6 16.392 45.5 13.825
FA =189 112.6 55.293 108.0 50.421 112.3 53.125
TP 56-75 62.3 4,735 80.5 4.523 37.0 14.061
UREA 2.1-7.9 6.8 2.006 6.2 2.092 6.6 1.503
CREATIN 60-130 94.1 22.686 93.6 21.600 102.5 15.639
P 0.80-1.80 1.4 0.282 1.3 0.1938 1.3 0.348

Ca 2.17-2.04 2.6 0.093 2.6 0.185 2.5 0.118
Ma 141-152 145.5 3.846 146.5 4.017 145.4 3.159

K 3.8-5.4 4.3 0.400 4.1 0.216 4.3 0.3269

Cl 108-117 113.3 3.644 114.8 3.369 113.3 3.3532
BICARB 17-25 23.6 3.337 23.3 2.563 21.8 1.832
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Tabla 10.1. Pruebas de Toxicidad Aguda Inicio/Fin de Cada Tx (Prueba de HEMOGRAMA)

HEMOGRAMA CONTROL INICIO CONTROL FINAL ALOE INICIO ALOE FINAL
ANALITO REFERENCIA| PROMEDIO | DESVEST | PROMEDIO | DESVEST | PROMEDIO | DESVEST | PROMEDIO | DESVEST
Hematocrito| 0.37-0.55 0.45 0.0389 0.40 0.035 0.41 0.035 0.47 0.041
Hemoglobind 120-180 158 17.9444 160.00 18.172 155.00 18.058 162.00 18.399

Eritrocitos 5.5-8.5 13.54 18.7801 5.01 12.503 8.70 12.069 8.00 11.098
VGM 60-77 66.38 1.6850 67.01 1.701 66.87 1.698 68.03 1.727
CGMH 320-360 350.50 14.1623 349.25 14.112 351.52 14.204 348.59 14.083
RETICULOCIT| <60 0.00 0.0000 0.00 0.000 0.00 0.000 0.00 0.000
PLAQUETAS| 200-600 303.38 54.2269 301.25 53.847 303.58 54.264 304.25 54.383
SOLIDOS TOT| 60-75 68.50 4.2426 68.54 4,245 69.54 4.307 67.12 4.157
LEUCOCITOS| 6.0-17.0 9.68 1.4079 9.02 1.313 10.33 1.206 9.7 1.393
DIFERENCIAL
NEUTROFILO| 3.0-11.5 5.80 1.1148 5.69 1.094 5.25 1.009 6.04 1.161
BANDAS =0.3 0.01 0.0354 0.02 0.057 0.05 0.141 0.01 0.028
METAMIELO( 0 0.00 0.0000 0.00 0.000 0.00 0.000 0.00 0.000
MIELOCITOS 0 0.00 0.0000 0.00 0.000 0.00 0.000 0.00 0.000
LINFOCITOS 1.0-4.8 2.45 0.7838 2.51 0.803 2.38 0.761 2.62 0.838
MONOCITOS 0.1-1.4 0.54 0.3204 0.56 0.334 0.50 0.298 0.53 0.316
EOSINOFILOS 0-0.9 0.75 0.3964 0.79 0.418 0.71 0.375 0.78 0.412
BASOFILOS raros 0.13 0.1753 0.13 0.182 0.15 0.210 0.17 0.238

Tabla 10.2. Pruebas de Toxicidad Aguda Inicio/Fin de Cada Tx (Prueba de HEMOGRAMA)

HEMOGRAMA PROPOLEOQ INICIO PROPOLEO FINAL MONITOREO FINAL
ANALITO REFERENCIA] PROMEDIO DESVEST PROMEDIO DESVEST PROMEDIO DESVEST
Hematocrito| 0.37-0.55 0.43 0.037 0.45 0.039 0.44 0.038
Hemoglobingd 120-180 161.00 18.285 164.00 18.626 169.00 19.194

Eritrocitos 5.5-8.5 8.90 12.347 8.60 11.930 8.40 11.653
VGM o0-77 66.58 1.690 68.25 1.733 67.04 1.717
CGMH 320-360 349.02 14.103 350.89 14.178 352.48 14.242
RETICULOCIT] =<0 0.00 0.000 0.00 0.000 0.00 0.000
PLAQUETAS 200-600 303.57 54.262 301.96 53.974 303.54 54.256
SOLIDOS TOT| 60-75 69.02 4.275 68.38 4.235 68.47 4.241
LEUCOCITOS 6.0-17.0 11.06 1.609 9.70 1.412 9.94 1.446
DIFEREMNCIAL
NEUTROFILO| 2.0-11.5 5.80 1.115 5.62 1.080 5.39 1.036
BANDAS =<0.3 0.01 0.028 0.02 0.057 0.03 0.085
METAMIELO( 0 0.00 0.000 0.00 0.000 0.00 0.000
MIELOCITOS 0 0.00 0.000 0.00 0.000 0.00 0.000
LINFOCITOS 1.0-4.8 2.49 0.797 2.54 0.813 2.46 0.787
MONOCITOS 0.1-1.4 0.60 0.358 0.54 0.322 0.58 0.346
EOQOSINOFILOY 0-0.9 0.73 0.386 0.75 0.296 0.77 0.407
BASOFILOS raros 0.11 0.154 0.12 0.168 0.19 0.266
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XI. CONCLUSIONES:

De acuerdo a los resultados obtenidos en los perros con peso ideal clinicamente sanos
(etapa 1), se observé que no existe efecto clinico estadisticamente significativo a corto
plazo para ninguno de los dos tratamientos evaluados y tampoco existe una diferencia

estadisticamente significativa entre ninguno de los grupos de la etapa 1.

Basado en los resultados obtenidos en los perros con sobrepeso clinicamente sanos (etapa
2), a la evaluacion bioquimica se observé a corto plazo que una dosis Unica de 445 mg/kg
de Aloe barbadensis® existe un efecto de reduccion del 5.6% en los niveles de glucosa en
sangre, con respecto a los obtenidos en el grupo control y del 13.77 % con respecto al
grupo tratado con extracto de propéleo®. También se observé que con base a los resultados
obtenidos, no existe efecto clinico estadistico significativo a corto plazo del propdleo
liquido® ni para perros en peso ideal ni para perros con sobrepeso. Estadisticamente no
existio diferencia significativa entre el grupo control con respecto a los tratamientos
administrados, pero si entre el grupo tratado con Aloe barbadensis® y el tratado con

extracto de prop6leo® (p=0.014).

De acuerdo a los resultados obtenidos en los perros con obesidad y clinicamente sanos
(etapa 3), a corto plazo se observd que a una dosis Unica de 445 mg/kg de Aloe
barbadensis® existe un efecto clinico de reduccion del 12.1 % en los niveles de glucosa en
sangre, con respecto a los obtenidos en el grupo control y del 7.46 % con respecto al grupo
tratado con extracto de propoleo®. También se observd que con base a los resultados
obtenidos, no existe efecto significativo a corto plazo del propdleo liquido® para ninguna

de las tres etapas del presente estudio. Estadisticamente no existié diferencia significativa
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entre el grupo control con respecto al tratamiento de extracto de propdleo® ni entre éste
Gltimo con respecto al tratamiento con Aloe barbadensis®, pero si entre el grupo control y

el grupo tratado con Aloe barbadensis® (p=0.034).

Con respecto a los niveles de hemoglobina glicosilada en sangre medidos durante la etapa 1
del presente estudio, ninguno de los valores se encontrd fuera del rango establecido como

fisioldgico de acuerdo con la literatura.

De acuerdo a los puntos anteriores, seria recomendable aumentar el nimero de individuos
en todas las etapas para obtener resultados mas representativos, asi como aumentar la dosis
del producto comercial 6 formular un extracto mas concentrado de ambos productos para
obtener mejores resultados. Asimismo seria recomendable realizar un tratamiento a largo
plazo (minimo de un mes), para observar de una mejor manera el efecto de cada uno de los
tratamientos sobre los niveles de glucosa y de hemoglobina glicosilada en sangre en perros,
midiendo al mismo tiempo los niveles de insulina liberados después de la administracion de

glucosa.

Derivado de la experimentacion se corrobord la inocuidad de los productos de origen
natural con propiedades hipoglucemiantes® utilizados, mediante la realizacion y
comparacion de los analisis de laboratorio (Hemograma, Bioquimica Sanguinea,
Hemoglobina glucosilada) al inicio, durante y al final de cada tratamiento asi como para el
monitoreo al final de la etapa 1 del experimento, donde se observo que no existen cambios
significativos con respecto a los rangos fisiologicos establecidos para cada analito de

acuerdo a la literatura y por lo tanto, no se observo signo de toxicidad aguda.
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Por otro lado, ademas de los efectos hipoglucemiantes que poseen tanto el gel de aloe como
el extracto de propdleo, ambos poseen otras cualidades como son sus efectos antioxidantes,
que podrian igualmente ser Utiles para ayudar a mantener al animal en un estado de salud
adecuado, si se proporcionan como parte de un protocolo de medicina profilactica. De este
modo no solo se previene y/o ayuda al tratamiento de enfermedades como la DM, también
proporcionan un beneficio preventivo para pacientes cuya funcidn pancreética y condicion
corporal sean las adecuadas y en el caso de pacientes que presenten sobrepeso, les
proporciona un beneficio para frenar o disminuir el avance del dafio tisular promovido por

su condicidn corporal y la dieta que llevan.

Mediante los anélisis efectuados, tanto del estandar de glucosa in vitro (GAGO 20, Sigma-
Aldrich®) como con la comparacion de las pruebas realizadas para dicho analito (tiras
reactivas + glucometro V.S. pruebas de laboratorio) a partir de las muestras de la etapa 1
del estudio, se corrobor6 la validez de la prueba rapida de glucosa (glucometro) como un
método adecuado y confiable para el monitoreo de los pacientes de éste estudio. También
se comprueba su uso como una herramienta Gtil, confiable, rapida, econdémica y de facil uso
para el diagndstico y monitoreo de los niveles de glucosa de los pacientes que se presenten
durante el ejercicio diario del médico veterinario dedicado a pequefias especies (se observa
una reduccion de costos, de $380 M.N. por un analisis de bioquimica de laboratorio, a
diferencia del costo de $10 M.N. por realizar una prueba rdpida con glucémetro y tira

reactiva).
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XI1. ANEXOS:

1. ESCALA DE CINCO PUNTOS PARA LA DETERMINACION DE LA
CONDICION CORPORAL EN PERRQS 4115116

ANOREXIA (1/5)
VISTA AEREA

SE OBSERVA:
= Costillas, vértebras,
escapulas y huesos

pélvicos apreciables a
simple vista

VISTA PERFIL

ad

PESO BAJO (2/5)

= Pérdida evidente de masa
muscular

* Ausencia de grasa palpable
sobre la caja toracica

« Cintura lumbar y
concavidad abdominal
marcadas

VISTA AEREA

SE OBSERVA:
« Costillas, vértebras,
escapulas y huesos

pélvicos visibles

VISTA PERFIL

el
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« Ligera cobertura superficial
de grasa palpable sobre la
caja tordcica

+ Visto dorsalmente, la
cintura lumbar es evidente

* Visto lateralmente la
concavidad abdominal es
notable




PUNTOS DE CONDICION CORPORAL (CC)

PESO IDEAL (3/5)

SE OBSERVA: .
VISTA AEREA
* Costillas, vértebras,

escapulas y huesos
pélvicos no visibles pero
facilmente palpables

+ Delgada capa palpable de
tejido adiposo sobre la caja VISTA PERFIL

toracica

SOBREPESO (4/5)

+ Contorno liso o cierto
engrosamiento en la base
de la cola

* Visto dorsalmente, cintura
lumbar bien proporcionada

+ \isto lateralmente,
concavidad abdominal
ligera

VISTA AEREA
SE OBSERVA:

* (Costillas, vértebras,
escapulas y huesos

pélvicos palpables con
dificultad

VISTA PERFIL

+ Deposito adiposo evidente
sobre la columna vertebral
y base de la cola

* Visto dorsalmente, cintura
lumbar poco evidente

+ Visto lateralmente,
concavidad abdominal
aparente ¢ escasa
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PUNTOS DE CONDICION CORPORAL (CC)
OBESIDAD (5/5)

VISTA AEREA

SE OBSERVA:

* FEvidentes depdsitos de
grasa en el térax,

vértebras, abdomen y en la
base de la cola VISTA PERFIL

* Prominencias 6seas
dificilmente palpables, bajo
una moderada a gruesa
cobertura grasa

* Abultamiento ventral
colgante, sin cintura ventral

2. DETERMINACION DE GRASA CORPORAL (GC)
FORMULAS MORFOMETRIA

CIRCUNFERENCIA
PELVIANA (CP)

%GC MACHOS = -1.4 (RT [cm]) + 0.77 (CP [cm]) + 4
%GC HEMBRAS = -1.7 (RT [cm]) + 0.93 (CP [cm]) + 5

Ambos sexos %GC =-0.0034 (RT [cm]) 2 + 0.0027 (CP [cm])2-1.9
PC (kg)




3. EJEMPLO DE LOS CALCULOS REALIZADOS PARA DETERMINAR LOS
REQUERIMIENTOS ENERGETICOS EN LOS PERROS Y LA CANTIDAD
DEL ALIMENTO COMERCIAL PARA SATISFACER SUS NECESIDADES
DE ENERGIA, DE ACUERDO A LA LITERATURA!*115116

Alimento proporcionado: Nupec Optimo Adulto
Peso del perro= 20Kg
1 taza de alimento Nupec Optimo Adulto equivale a 103g (de acuerdo al empaque)

Tipo de actividad del perro= Activo

a. Determinar necesidades energéticas de acuerdo a la actividad del perro

NECESIDADES ENERGETICAS
Nec. Energia: (132)(20kg)%®’ = (132)(7.68) = 1013.76 kcal EM/dia

296.01 kcal por cada 100g alimento/dia
1013.76 kcal x g alimento/dia x=342.47g alimento/dia

EM/dia = Energia Metabolizable al dia
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b. Determinar cuanto se requiere de alimento Nupec Optimo Adulto al dia para

cubrir esas necesidades energéticas:

ANALITO AN. GARANTIZADO (%) AD WATERS RESULTADO
PC (min) 22 x 3.5 77
EE ( min) 8 x 8.5 68
FC (max) 4 kK ok
Cen (max) 7.5 oAk ok
Hum (max) 8 *oAx Hokx
E.L.N. 50.5 x 3.5 176.75
321.75  kcal/1000g dia (B100)
296.01  kcal/1000g dia (BHum)
PC = Proteina Cruda E.LN. = Elementos kcal = kilocalorias

EE = Extracto Etéreo

FC = Fibra Cruda

Cen = Cenizas

Hum = Humedad

Libres de Nutrégeno
B100 = Base 100

AN. GARANTIZADO =

o ) BHum = Base HUumeda
Andlisis Garantizado

min = minimo

max = maximo

c. Determinar la equivalencia de las tazas totales al dia:

1taza NupOpAd = 255mL (103g)

342.47g alimento/dia para NEC. EN.

Entonces

103 g son 1taza
342.47 g son x tazas

x= 3.3 tazas

NupOpAd = Nupec Optimo Adulto
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Effectiveness of a Quick Validated Monitoring
Method ior Glucose Levels in Dog Blood Compared to
the Traditional Chemical Method

! Claudia Karyna Alarcon Colin, ' Sara Del Carmen Caballero Chacén, * Raquel Lopez Arellano, * Luis
Ocampo Camberos and "' Dinorah Vargas Estrada

' Department of Physiology and Pharmacology, Veterinary Medicine School, National Autonomous University of Mexico and *
Laboratory of Pharmaceutical Assays, Faculty of Higher Studies Cuautitlan. National Autonomous University of Mexico

Abstract

Background: The use of a rapid glucose measurement test (RT) with a glucometer and commercially available test strips
was validated and its diagnostic value was compared with the traditional chemical test (CHT), to have a cheaper tool for
prevention and the diagnosis of diseases related to the alteration of this monosaccharide in the veterinary clinic.

Materials and methods: 8 adult dogs were used that were more than one year old and were considered an ideal and clinically
healthy weight according to the results of the physical examination and the cabinet tests. Blood samples were obtained to
create a triplicate glucose curve for each dog and the glucose was evaluated using the two methods, already mentioned.
Previously, in vitro validation of the RT test was performed using a glucose standard and an UV-vis spectrophotometry
equipment.

Results: The validity of the RT was corroborated as an efficient, reliable, fast, easy and economical diagnostic tool. The
linearity and sensitivity of the test complied (R2 = 0.98). The effectiveness of the method was verified, with an acceptance
criterion of (80-120%) and a coefficient of variation < 3%.

Conclusion: According to the results obtained, the glucometer is a quick, economical and reliable tool to monitor the blood
glucose levels of patients who come to the clinic veterinary for the prevention and / or diagnosis of related diseases such as
overweight, obesity, insulin resistance and diabetes, diseases that in the last decades have become very important due to their
epidemiological importance in the world.

Keywords: Glucose, dog, diabetes, obesity, diagnosis, prevention.

* Corresponding author: Department of Physiology and Pharmacology, Veterinary Medicine School, National Autonomous
University of Mexico.
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XII.

CUADRO DE LITERALES:

CC = Condicién corporal

DM = Diabetes Mellitus

PO = Via oral (Per 0s)

IV = Via intravenosa

ATP= Adenosin Trifosfato

GLUT-1 = Glucocotransportador de sodio-glucosa

SGLT-1 = Sodium-Glucose Linked Transporter 1

GLUT-2 = Transportador de glucosa / acarreadora de solutos de glucosa (sensor de
homeostasis)

G-6-P = Glucosa-6-fosfato

F-6-P = Fructosa-6-Fosfato

Ca+ = Calcio extracelular

K+ = Potasio intracelular

Canales K+ATP = canales de Potasio dependientes de ATP

Via MAP/ERK 6 MAPK = Via de las MAP cinasas/ protein quinasas activadas por
mitdgenos (Mitogen-Activated Protein Kinases)

Atk/PKB = Proteina quinasa B 1

Via PI3K = Via Fosfatidilinositol-3 quinasa (Phosphatidylinositol 3-kinase)

Thr = Treonina

Ser = Serina

GLUT-4 = Proteina transportadora de glucosa regulada por insulina
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PFK-1 = Fosfotructoquinasa 1

PK = Piruvato quinasa

IRS = Receptor de insulina (Insulin Receptor Sustrate)

Shc = Proteina compuesta por un dominio de fosfotirosina (SH2-containing domain)
GRB 2 = Prote+ina adaptadora 2 de union al receptor de factores de crecimiento
(growth factor receptor-bound protein 2)

SOS = Factor intercambiador de nucledtidos de guanina

Ras = Proteina GTPasa que regula crecimiento celular

GTP = Guanosin trifosfato

GDP = Guanosin difosfato

Raf 1 = Raf quinasa 1

MEK = MAP quinasa

ERK 1y 2 = Protein quinasas 1 y 2 reguladas por sefial extracelular (extracelular-
signal regulated protein kinases 1 and 2)

Elk 1 = Factor de transcripcion (Ets like gene 1)

Tyr = Tirosina

P = Fosfato

PI3K = Fosfoinositol-3-quinasa

p85 = Subunidad reguladora de PI3K

p110 = subunidad catalitica de PI3K

PIP2 = Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato

PIP3 = Fosfatidilinoslitol-3-4,5-trifosfato

GSK 3 = Glucoquinasa 3
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MTOR = Diana de rapamicina en células de mamifero (mammalian Target of
Rapamycin)

FOXO = Factor de transcripcion Fox (Forkhead box)

SsCoA = coenzima A

ACC = Acetil-coenzima A carboxilasa

ACAT = Acetil-coenzima A acetiltransferasa

MAG = Monoacilglicerol

DAG = Diacilglicerol

TAG = Triacilglicerol

VLDL = Lipoproteinas de muy baja densidad (very low-density proteins)
CPT-1 = Carnitina palmitoiltransferasa 1

EC 1.3.3.6 = Acil-coenzima A oxidasa peroximal (ACO)

H202 = Peroxido de hidrégeno

ROS/EOR = Especies reactivas de oxigeno

PPARY = Receptor de peroxima-proliferador-activado gamma (peroxime-
proliferator-activated receptor gamma)

SREBP-1c = Proteina de unién al elemento regulador del esterol (Sterol regulatory
element-binding protein)

FAS = Sintetasa de &cidos grasos (fatty acid synthase)

UCP-2 = Proteina desacopladora 2

PKC = Proteincinasa C

RE = Reticulo endoplasmico

IP3 = Inositol-1,4,5 trifosfato
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GPX = Glutatién peroxidasa

SOD = Superoxido dismutasa

SM = Sindrome Metabdlico

NCEP-ATP-2005 = National Cholesterol Education Programme Adult Treatment
Panel 111, 2005

AAHA = American Animal Hospital Association

GAD = Glutamato descarboxilasa

INF-y = Interferon gamma

TNF-a = Factor de necrosis tumoral alfa

lle = Isoleucina
Val = Valina
Ala = Alanina

CAPE = Fenetil estér acido caféico

TBARSs = Especies reactivas de &cido tiobarbiturico

ALT = Alanina aminotransferasa

FA = Fosfatasa alcalina

TP = Tiempo de protrombina

Na = Sodio

Cl =Cloro

AOAC = Asociacion de Quimicos Analiticos Oficiales (Association of Official
Analytical Chemists)

EM/dia = Energia Metabolizable al dia

PC = Proteina Cruda
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EE = Extracto Etéreo

FC = Fibra Cruda

Cen = Cenizas

Hum = Humedad

E.L.N. = Elementos Libres de Nutrégeno
AN. GARANTIZADO = Analisis Garantizado
min = minimo

max = maximo

kcal = kilocalorias

B100 = Base 100

BHum = Base Humeda

NupOpAd = Nupec Optimo Adulto
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